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r INTRODUCCION
En este trabajo se estudia el aparato de sínte­
sis de proteínas en el citoplasma de células eritroblas- ■ •
ticas de médula ósea de conejos, y se demuestra la presen 
cia de estructuras polirribosómicas y su actividad ”in 
vivo” e ”in vitro” en la síntesis de proteínas. La aóti- 
vidad de ribonucleasas en los extractos acelulares de es- 
te tejido dificultó estas observaciones, que solamente 
pudieron llevarse a cabo mediante el empleo del inhibidor 
de ribonucleasas presente en homogenados de hígado.
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5
Descripción de la médula osea:
/
Este tejido presenta una estructura estromática
de células reticuloendoteliales indiferenciadas, dentro de 
células libreéla cual prolifera el parénquima formado por
qué dan origen a los elementos figurados de la sangre (1)•
res: la
Son claramente distinguibles tres líneas celula-
•f
eritroblástica, que da origen a los glóbulos rojos;
/
la leucocitaria, que genera los granulocitos, y la megaca- /
)
riocítica, que
aún no ha sido
produce las plaquetas. Es posible, aunque 
inequívocamente demostrado, que otras célu-
las sanguíneas tengan también su origen en la médula ósea
(1) (2)
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La génesis de los elementos de la serie erit^óy 
blástica ha dado lugar a sostenidas controversias pero hoy 
es acertada-por la mayoría de los autores la existencia dé 
de las células retículoen- i: ?
proceso que involucra varfiq^ 
intermedias, produce los e-
(U)‘ (5). Esíe mecaniíflfo es
estimulado a diversos niveles po> un factor humoral eviden-
un mecanismo de diferenciación 
doteliales que, a través de un
mitosis y etapas de maduración 
ritrocitos circulantes (1) (3)
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cía lo en olas-'.a de animales anémicos o en hipoxia al .¡ue 
se ha denominado eritropo’retina (6) (7) (8) (9) (10) (11).
Los elementos que se encuentran en distintos ni­
veles de diferenciación son reconocibles por sus caracte-
/ 
r$at icas morfológicas y citoqui.micas, y por sus funciones 
biológicas (1) (12) (13) (1^) (15). Se describen general- < 
mente cuatro estadios nucleados (proeritrobla^%b, eritro- 
blasto basorilo, eritroblasto policromatófilo y eritrobla.s^ 
to ortocromático) y dos sin núcleo (reticulocitos y erítro-< 
citos) (1) (12). Sus volúmenes disminuyen gradualmente, ^ien 
do el de cada estadio nucleario aproximadamente la mitad del 
estadio anterior (16); los reticulocitos y eritrocitos 
males presentan un volúmen semejante al del citoplasma de 
los eritroblastos ortocromaticos (16). Esta disminución pro-
11 * 
gresiva de volúmenes se observa proporcionadamente en él cf-?* 
toplasma y núcleo (17). •
Los proeritroblastos se caracterizan por tener ♦nU-. 
€
cleolos, que desaparecer en los estadios posteriores en q 
los núcleos se hacen más picnóticos (1). El contenido de 
^ue en los primeros estadios corresponde al de células di-<
i 
ploides (17), comienza a disminuir con la maduración (célu­
las hipodiploid.es), y se hace ni^Lo luego de la extrusión del 
núcleo (18), durante el pasaje de eritroblasto ortocromático 
a reticulocito (19).
El citoplasma, que por su contenido de RrA comien-
za siendo fuertemente basófilo,
sus características tintoriales 
va cambiando
hasta hacerse
paula tinamerfte
franca m en-W’W ‘ ’
cidófilo (en el eritroblasto ortocromático y las células no
■/ í
nuclearias) riebido al pre^O'^inio creciente de proteínas bási4*
Parte de las nitocondrias y del
hasta el estadio de reticulocitos y 
cas (hemoglobina) (1).
citoplásmico persisten
coloración intravital con azul bri-son responsables de la
liante de cresilo (1) (2); estos componentes desapareen fif 
* *
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nahnnte en la maduración hasta eritrocitos, que transcurre 
en un período de 2 a 3 días y pue1© tener lugar tanto en la
♦
médula ósea como en sangre circulante (20).
Los procesos bioquí icos que acompañan a esta se- 
ríe dé modificaciones morfológicas han sido estudiados por 
medio de autorradiografías de células a las qu$ "in vivo” o 
"in vitro" se les habían suministrado precursores radioac-. 
tivod. 3sta técnica es
1 
la única que se ha empleado hasta el
presente oara estudiar
tesis de DNA (16) (21)
selectivamente la capacidad de sín- 
(22) (23), RNA (16) (2M (2?) y pro­
teínas (2h-) (26)'de los diversos estadios de maduración de
estas células, porque permite trabajar con poblaciones de- 
lulares heterogéneas. La síntesis de D?’A se realiza en to-
das las5 células nucíesdas salvo en los eritroblastos orto-
cromáticos y su intensidad decrece a lo largo de la madúra­
ción (17); este dato concuerda con las observaciones de hi-
podiploidía ya citadas. 31 RNA es activamente sintetizado 
en-los elementos inmaduros (16) y esta síntesis disminuye • 
sensiblemente con la maduración hasta niveles muy bajos en 
los eritroblastos ortocromáticos y nulos en los reticuloci- 
tos (27) (28).
Si analizamos la evolución de la síntesis de pro-
teínas durante el curso de la maduración eritroblástica, se
puede observar que la formación de la mayor parte de las ri
síntesis, tiene lugar
esos precursores en
proteínas totales por
bonucleoproteínas necesarias para esa 
en los estadios tempranos (19). Desde 
adelante, la actividad de síntesis de
volumen de células se mantiene a un nivel constante (17),
* 
pero en la transformaciones ios eritroblastos basófilos a 
policromatófilos, se especializa y vuelca abrupta y uasi ejt 
cluyentemente hacia la producción de hemoglobina (Kr) (30) 
(31), y continúa así hasta el estadio de reticulociitosde 
resultas de esta polarización del aparatp de sfntesie de
>
>«
proteínas y la falta de recambio de hemoglobina se produce 
la acumulación de ésta llevándola a constituir el 95$ (6)
del peso seco de los eritrocitos maduros. Los mecanismos de 
regulación de la síntesis de hemoglobina inician ésta en . 
una etapa específica de la evolución celular, presumiblemen 
te proveyendo o activando algún componente esencial (19).
Siendo los RNA mensajeros los responsables de es­
pecificar la naturaleza de las proteínas, su síntesis (32) 
y degradación (33) y por lo tanto su concentración (3^), han 
sido propuestos como mecanismos regulatorios de dicha sín­
tesis. El RNA mensajero de hemoglobina podría formarse en k 
el eritroblasto policromatófilo, a pésar de su baja capad- 
dad sintética de RNA (16), porgue su masa es muy . pequeña 
respecto de la del RNA citoplásmico total y así se podría 
desencadenar la síntesis de hemoglobina por el aparato ri* 
bosómico ya existente. Pero no puede excluirse la posibil¿ 
dad de que la síntesis del RNA mensajero haya tenido lugar 
en estadios anteriores (30) y que su expresión haya estadl^ 
inhibida. Estos mensajeros deben ser estables por períodoáj. \
I
I 
prolongados ya que en reticulocitos, donde no se produce 
síntesis de RNA (27), la síntesis de hemoglobina continúa 
durante 1 o 2 días (28) (35) (3&)••♦
Las últimas etapas de maduración (reticulocitos)
han servido de sistema modelo, por su simnlicidad, para e¿
tudiar los requerimientos síntesis
de hemoglobina en células 
lares (37) (38) (39 ) (*+0)
enteras y en fracciones 
(M) (U2). Es evidente
subcelu«i
que los
mecanismos que han desencadenado esa síntesis y provisto
ser estudiardos en
estadios nrtiy. anteri©
*
los elementos necesari^^. no pueden 
reticulocitos, porque se producen en 
res de evolución (1M.
Es por esta razón que le médula ósea pfréce in**^ 
terés para estudiar en ella ost-os mecanismos ^íie seíi^U^—
»
nen ampliamente difundidos (19).
Características y potencialidades del uso experimental de 
célülaS de médula jó Sea»
La médula ósea es un tejido apropie,do para estu­
dios metabólicos ”in vitro", por la facilidad ’con que se 
obtienen suspensiones de sus células que pueden ser incuba, 
das en medios de composición definida (^3) (^M» e
Por otra parte la amplia diseminación del tejido 
en el interior de los huesos, dificulta la obtención de 
preparaciones representativas de la totalidad del misma 
(2) y la determinación de su masa y de su actividad total, 
que deben realizarse por métodos indirectos (^5).
El tejido es heterogéneo y más aún, la propor-;
* 
ción de sus elementos celulares varía con los requerimien­
tos del organismo respecto de las diversas especies de cé*- 
lulas sanguíneas, (por ejemplo la abundante proliferación 
de la serie granulocítica en infecciones agudas y de la 
serie eritrobléstica en eneraias) (1) (2). Este hecho cocí- 
pli ca en general la interpretación de los rebultados ex­
perimentales. Se ha tratado de minimizar esta dificultad 
enriqueciendo selectivamente ciertos sectores celulares me* 4J 
diante estímulos adecuados: así se consigue aumentar gran­
demente la proporción del sector eritroblástico provocando 
fuertes anemias por extracción de sangre, o por drogas que 
aceleran la destrucción de eritrocitos (íenilhidrazina ) 
(*+6). Apli cando a este tipo de médulas procedimientos de 
lisis selectivas, que n^ rompen las células del rector lej, 
cocitario, se pueden obteher extractos subcelulares relata 
vamente puros del contenido citoplásmico de las lulas de 
la serie eritroblástica (^7). , ■ •
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Otro enfoque para superar el inconvení^hte ,de la 
heterogeneidad es el que intenta la separación fraccionada
dos los métodos bioquímicos corrientes de Separación y es­
tudio de componentes subcelulares y su actividad Btfto per 
mitlría emplear a la médula ósea como modelo para el estu­
dio de los fenómenos de proliferación y diferenciación ce­
lular, y su regulación y control, que en este tejido se 
presentan en una forma tan prominente (1^)
En particular este enfoque Será aplicable para** 
profundizar los estudios sobre los mecanismót de acción de 
la eritropoyetina (56) (57) y los factores leueopoyéticos 
a nivel subcelular y molecular.
El aparato de síntesis de proteínas.
Los estudios sobre biosíntesis de proteínas, es­
pecialmente en la última década, han revelado un mecanisnSJ 
universalmente distribuido en la escala biológica que a
grandes rasgos comprende dos funciones diferentes pero injj?
La determinación genética de la natuj^
’ y
y cuantía de la síntesis de una deter-*
terrelacionadasó a)
raleza, oportunidad
minada proteína; b)
de las uniones peptídicas (58) (59) (ó0)5
Las primeras están representadas por la trans 
de la información genética del DNA mediante la
síntesis
cripción
la
sintesis de RNA mensajeros y su utilización para, dirigir
la construcción de las cadenas peptídicas en los complejos 
polirribosómicos.
Los segundos involucran la activación de los a- 
minoácidos por mecanismos enzimáticos específicos para ca­
da uno de ellos, la forjaación de los intermediarios amino- 
acil-RFA de transferencla, también específicos, y la for­
mación secuencial de las uniones peptídicas en las cader¿^/ 
crecientes sobre los ribosomes activos,
La localización de la síntesis de proteií^jr ep
i
la fracción microsómica fue demostrada en incubaciones de
8células enteras "in vitron por Henry Borsook y col. en 
1950 (61) y corrobora1a posteriormente por otros autores 
(62) (63). Les proteínas, recientemente sintetizadas, a- 
bandonan rápidamente esta fracción, desplazándole hacia 
otros sectores celulares (^1), indicando que no son com­
ponentes de la misma sino que en ella se encuentran so­
lamente durante el período de su síntesis.
La actividad en la síntesis de proteínas de es
ta fracción subcelülar aislada, "in vitro", fué prontamen 
te establecida (63) (6M-) demostrándose además la necesidad 
de energía (65) y el requerimiento de magnesio en los me­
dios de homogenización (66). Que esta actividad sintítige 
se encontraba exclusivamente en los ribosomas fué deter­
minado por Littlefield y col. (63 ) y Simkin y col. (67) en 
forma independiente.
Los requerimientos de ATP y GTP, t*RFA, la tota-**/
lidad de aminoácidos y factores enzimáticos solubles fue- 
ron estudiados en sistemas acelulares derivados de hígado ?» 
de rata en el laboratorio de Zamecnik (68).
31 primer sistema acelular capaz de sintetizar
una proteína específica (hemoglobina) ffié preparado por 
Schweet y col. en 1958 (^0) a partir de reticulocitos de 
conejo. Sn 1959 se describió un sistema acelular derivado 
de semillas de arvejas (69) y en 1960 (70) se desarrolló 
un sistema similar a partir de 3. coli que presentaba las 
mismas características que los de mamíferos.
3n estas primeras etapas se consideraba que la
información determinante de la secuencia de las proteínas, 
proveniente del DNA, regadía en algún componente de los 
ribosomas, probablemente su RNA (58); pero posteriormente 
se encontraron numerosas evidencias en contraria.
31 hallazgo de ácidos ribonucleicos de rápido re 
cambio en bacterias por Volkin y Astradhan (71) y Spio^el-
9man (72) y los resultados de experiencias genética^ sobre 
indücióh de enzimas fueron interpretados por. Jacob y Monod 
en Una proficua teoría que atribuye la especificación de 
la secuencia de.las proteínas a una clase especial de RNA, 
al que llaman mensajero, cuya producción está sujeta a re­
gulación ambiental y genética (32 ). El m-RNA de bacterias 
estaría caracterizado por varias propiedades: su peso mo­
lecular debe ser elevado pero variable, su composición pro 
medio de bases similar a la del DNA, debe presentar un rá­
pido recambio, y durante su existencia debe encontrárselo 
asociado a los ribosomas, sitio donde se producen las pro­
teínas. Las previsiones de Jacob y Monod fueron inmediata­
mente corroboradas, cuando en forma paralela, el grupo de 
trabajo de Watson (73) y el del propio Jacob con Brenner j* 
Meselson (7^) describieron en bacterias infectadas con fa* 
gos un tipo de RNA que presentaba todas las característi­
cas señaladas.- j;.
La evidencia concluyente de la funcionalidad del 
m-RNA en su rol de especificar la naturaleza de la proteí­
na a construir, fué Obtenida por Nathans y col. que consi­
guieron demostrar la formación de una proteína viral me­
diante el empleo del RITA del pjtísmo fago como mensajero na­
tural (75).
Otros datos en apoyo de la existencia del m-RNA 
habían surgido con anterioridad de los trabajos de Nirenbefg 
y col. (76) quienes emplearon polinucleéíidós sintéticos pa 
ra codificar la síntesis de polipéptidos específicos y han * 
sido ampliamente corroborados en los estudios del código 
genético (77) (78 ) (79 ). x >
Se observó que estos mensajeros artificiales pro4- 
duelan asociaciones de ribosomas bacterianos durénte la sí& 
tesis de proteínas (8o) (8j). En el laboratorio de Watfon /
se encontró en bacterias Que las cadenas proteicas en cre-r
cimiento se encontraban en fraccibnes de un coeficiente de 
sedimentación mayor que el de ribosomas men4meros (82), Se 
interpretó que los ribosomas activos poseían un coeficien­
te de sedimentación mas alto debido al incremento do SU m¿ 
sa por su asociación con el RNA mensajero; posteriormente 
se vió que esta explicación no era correcta porque lo que 
se observaba realmente eran agrupaciones de varios riboso­
mas.
A fines de 1962 y en 1963 se demostró que la sin 
tesis de proteínas en el citoplasma de reticulocitos (83) . 
(8^+) (8?) (86), células de hígado (87) y células fíela (88) 
se realizaba exclusivamente en agrupaciones de ribosomas, 
con constantes de sedimentación superiores a 80S, a las 
que se denominó polirribosomas, polisomas o ergosomas* La 
observación de estas agrupaciones se realizó por microsco-^L 
pía electrónica y también mediante análisis de ultraccntri/ 
fugación zonal en gradientes de densidad.
Quedaron así definidos los polirribosomas como 
a un m-RNA, con coeficier^ 
300S, portadores en forman 
transiente de las cadenas de proteínas en crecimiento y II
susceptibles al ataque por pequeñísimas cantidades de ri- V 
bonucleasas que los degradan a ribosomas monómeros (que so 
asociaciones de varios ribosomas
tes de sedimentación entre 100 y
lamente en estas condiciones aparecen como portadores de 
cadenas crecientes).
En estudios de microscopía electrónica de cortbá 
de células o de las fracciones obtenidas*por ultracentrifj^ < 
gación en gradientes de densidad se encontró que los ribo--' 
somas poseían un diémetnp de 200-230 angstroms y que se 
liaban agrupados linealmente, formando acúmulos, o en ro^A 
setas; el vínculo entre ellos es una fina hebra de 10-ljf^ 
angstroms de diámetro, sensible a ribonucloasa, a la quov 
se considera el m-RNA. 31 número de ribosomas agrupados 4se 
11
interpreta que depende en parte del largo del mensajero al 
cual se fijan (89).
Estas estructuras, con las características men­
cionadas, han sido descriptas en numerosas especies y te­
jidos encontrándoseles siempre en células que activamente 
sintetizan proteínas, (nota al pié). En numerosos casos 
se han podido establecer condiciones adecuadas para su fun 
cionamiento nin vitro”.
Por otra parte, es sabido que en sistemas,acelu­
lares a medida que se liberan las cadenas proteicas sinte­
tizadas se produce un aumento de los ribosomas monómeros 
a expensas de los polirribosomas de mayor tamaño (87) (121) 
(122); y que preparaciones parcialmente purificadas de es­
tos ribosomas monómeros* son capac.es de unirse a mensajeros 
naturales para iniciar la síntesis de nuevas proteínas 
(122) (123).
1 iNota 1.- Se ha demostrado la presencia y actividad de po-^3 \ 
z , ¡lirribosomas en diversos órganos de mamíferos: cerebro 
(90), bazo (91) (92), músculo (93)? nédulos linfáticos (9^)> 
linfocitos circulantes (9?), páncreas (96), cristalino (97); 
en aves: colágeno (98) (99), eritroblastos (100); en hueves 
y embriones de anfibios (101); en huevos de equinodermos 
(102); en protozoarios (103); en vegetales superiores: ho­
jas (10*+), (105), raíces (106), frutos (107), y semillas 
(108); en hongos (109) y mixomycetes (110); en bacterias: 
Bacillus megaterium (111), (112), Salmonella typhimurium 
(112), E. coli (113), Termófilos y Mesófilos (11M; en cé­
lulas animales infectadas con poliovirus (115) (116), vaci- 
niavirus (116), mengovirus (117), herpes simplex (118), reo 
virus (119) y adenovirus (120).
iff
12
Se montó así un esquema para explicar el fünci£ 
namiento cíclico de los complejos polirribosómicos (89): 
la asociación de un mensajero a un ribosoma monómero se 
produce en forma cóincidente con la iniciación de Uña ca­
dena creciente de proteínas (121»-) por su extremo N-termi- 
nal (125) (126). El desplazamiento del ribosoma a lo lar- 
go del mensajero (o a la inversa) permite la lectura de 
los codones y ésta se realiza concertadamente con la for- ;
■ '
mación de la cadena peptídica (127), que permanece fija­
da al ribosoma (128) por intermedio del t-RNA (129)* Al 
finalizar el mensaje se libera la pi* o teína en forma solu­
ble y el t-RNA y el ribosoma se separan del mensajero.
(130).
Se ha sugerido que la reformación del complejo
ribosoma-mensajero se realiza a partir de subunidades ri- 
bosómicas que han sido observadas como componentes norma­
les de las células, tanto en bacterias (131^ como en org.a_> 
nismos superiores (112) (133K Estas subunidades (que di­
fieren de las que se producen a partir de ribosomas per se 
cuestro del magnesio) se asocian sobre mensajeros natura­
les o sintéticos para formar unidades ribosómicas de 70- 
80S, capaces de realizar síntesis de proteínas (133) (13M. 
En E. coli se ha mostrado que es en particular la subunidad 
mas pequeña la que en un primer momento se une al mensaje­
ro (135) en el sitio de iniciación del mensaje (136), con 
participación de una molécula de aminoacil-t-RNA (137) Que 
aportará el aminoácido N-terminal (136), a los que se une 
la subunidad mas pesada (50S) para consolidar la unidad 
ribosómica funcional.
Por otra parte en la génesis de la población ri­
bosómica, los precursores de origen nuclear (13&) aparecen 
en el citoplasma como partículas de ribonucleoproteína 
(139) con coeficientes de sedimentación similares a lds de
13
las subunidades nativas maduras (138); estas nueva» sub­
unidades se unen rápidamente s los polirribOsouas (139) 
formando unidades ribosómicas funcionales (ih-O), que pos­
teriormente llegan a equilibrarse metabólicamente con las 
subunidades maduras (1^-1) y los ribosomas monómeros (138) 
(139) (1^+2) que habitualmente se en cuen erar en las célu­
las .
3stos'ribosomas monómeros son inactivos "per 
se" para la síntesis de proteínas y representan una can­
tidad pequeña comparada con los que se encuentran asocia­
dos a polirribosomas (8^ con los cuales en ciertas, coíp-
diciones son intercambiables (132).
En general el aumento marcado de la proporción 
nonémeros/polirribosomas coincide con la carencia o cese 
de la producción de proteínas; en algunos casos se cono­
cen las circunstancias que producen esa preponderancia de 
monómeros: así en bacterias, la continuada síntesis del
£ 
m-RNA parece ser indispensable para la formación de poli.
rribosomas ya que su rápida degradación es’la causa de la 
desaparición de los mismos (1*4-3) (1^0. No ocurre lo mis­
mo en oocitos de erizo de mar, donde el complemento de 
m-RNA y ribosomas preexistentes sólo se asocian luego de 
la fecundación o partenogénesis para formar polirriboso- 
mas activos (l^J), Aquí un inhibidor de naturaleza protei. 
ca parece actuar directamente sobre los ribosomas (que no 
son activos ni activables por mensajeros artificiales an­
tes de la fecundación), ya que un suave tratamiento con 
tripsina los habilita para la síntesis de proteínas (1M-6). 
Un efecto similar se observa en cultivos sincronizados de 
células HeLa, en que durante la metafase los polirriboso­
mas se transforman en monómeros con la consecuente detelj^- 
ción de la síntesis de proteínas (lh-7); estos ribosomas 
monómeros, muy poco activos, también pueden recuperar su 
capacidad de síntesis por un tratamiento con trip9iMkf&8).
Marcadas variaciones en le telaci^ft polirrilOOO* 
más/monómeros se observan en diferentes estados fisiológi­
cos, corresponditgj^ en general un aumento de la pr^prción 
de monómeros en aquellos de baja capacidad de síntesáJ^j^ro- 
teica. Se ha observado esta falta de polirribosomas éff«Mjac-r 
teries durante períodos de carencia de glucosa (1^+3)^ o fen
v--, .
células dé mamíferos por el uso de inhibidores de la produ£ 
ciÓn de energía (dinitrorenol (132) (ÍU-9), fluoruro <150)), 
en presencia de tóxicos (tetracloruro de carbono (lM9)>ypor 
incubación en medios carentes de cierros aminoácidos (trip- 
tofano en reticulocitos (151)), la falta de hemo o hierro 
en reticulocitos (152) (153) (15^+) y la, acción de algunos 
inhibidores específicos de la s$ifetesis proteica (pactamici-■ ■ z • 
na (155)). 3n todas estas, situaciones se afecta algún pro­
ceso esencial par^ la realización de la síntesis de proteí-1 
ñas. ¡
7
Existen otros casos' en «que la presexicia de poli- 
rribosomas no se vé disminuida por la falta de síntesis de 
proteína s, -como si la detención hubiese ocurrido en forma 
tal que fijara los ribosomas impidiendo su desplazamiento 
a lo largo del mensajero; esto ocurre por carencia de ami­
noácidos (151) o por acción de ciclohexi.mida (155).
La presencia de polirribosornas, que aparece como 
una característica general de las células que llevan a ca­
bo una activa síntesis de proteínas, es previsible en las 
células eritroblásticas de médula ósea porgue en ellas se 
producen considerables cantidades de hemoglobina y porque 
son observables en los reticulocitos que provienen de la 
maduración de dichas células.
MANIALES Y METODOS
1) Drogas
ATPFa y GTPFa Pabst Laboratorios, Boehringcr 
Mannheim, y Signa; creatina quinasa, creatina fosfato y 
glutatión de Boehringcr - Mannheim; L-aminoácidos, de Mann 
Research La bbr a torces.; 2-morcaptootanol de Fluka (red estil­
lado al vacío); L-léucina.-l-C^ de actividad específica
8.5 y 7)8 microcuries/micromol de Radiochemical Centre/
• *■
Amershatn, Inglaterra. Todas las \femás drogas son de grado
' . i-
analítico o especiales parra enzimas.;».
/
2) Tratamiento de los animales:
Se emplearon conejos criollos jóvenes de 1,5 a
2.5 Kg.-'de peso, alimentados "ad libitum" con Forramez y
alfalfa fresca. Se mantu^p a‘^os animales a 202 C durante 
el tratamiento. v *
a) Tratamiento para obtener "médula inmadura".
Se utilizó la técnica descrita por Borsook (M-6) para obt£ 
ner reticulocitosis altas en sangre. Se inyectó clorhidra 
to de fenil-hidrazina (10 mg./Eg.) por vía subcutánea du­
rante 5 días consecutivos. Los animales se sacrificaron al 
séptimo día.
b) Tratamiento para obtener "Médula madura".
Se siguió un tr¿'tamicnto igual al de (e) durante M- díás.
En el quinto y sexto días se aplicaron inyecciones subcu­
táneas de 25.000 unidades de penicilina benzatinic^ para' 
prevenir infecciones. Los animales se sacrificaron al oc­
tavo día*
3) Extracción de la médula.
a) Técnica de Ilorell y col. (^).
El animal era sangrado a blanco por punción cardíaca.
heparina (200 u/ml.), Se
x g., y se separaba el pías
les cortaban las epífisis y
ían las tibias y fémures, 
se soplaba la médula sobre
se
el
plasma frío.
b) Método "rápido*1.
Se sangraba' parcialmente al
ma n t en i 6nd ol o vivo 'mi en tras
animal por punción cardíaca*
se separaba por centrifugación
>
el plasma heparinizado. dn este momento el animal se^frwcri
ficaba por fractura cervical y lóa huesos largos del tren \
posterior eran inmediatamente extraídos y la médula ao-pla- 
> \
r.*v’
da sobre él plasma helado. Desde la muerte del animal has- 
ta la suspensión en frío de las células de la médula trans*< 
currían no más de tres minutos.
ron a 0-^2 C
) Suspensión y lavado (felaSvc ó luíais.? . &
Todas las manipulaciones que siguen* se realiza- 
(excepto donde se indique lo contrario)
Se
frío durante
agitaba vigorosamente la médula con el plasma 
2-3 minutos hasta suspender los grumos grafx ( 
des. Se filtraba por *+ capas de gasa y se centrifugaba a 
2.000 x g. durante 3 minutos. Las células se suspendían 
suavemente en una polución ijBotónice (NTQI) de NaCl 130 mlí, 
KC1 5,2 mil y IigC12 7*5 mM. Se centrifugaba nuevamente en 
un tubo cónico graduado, a 2<000 x g. durante 3i minutos.
Las células eran resuspendidas en solución N’CM o en plas­
ma .
5) Incubación de células enteras:
a) tiempos cortos, con aminoácido-C^ do alta actividad 
específica.
Para incubaciones en que se querían marcar las 
cadenas proteicas crecientes en polirribosomas se reque* 
rían altas activldad|ffi es pacíficas, y las incubaciones Se 
realizaban por r^més de 3 “5 minutos.
Medio I: 0,2? mi de células se incubaron con 0,05*ml. de 
plasma y 0,7 mi, de una solución que coflBenía 81,5 micro- 
moles de NaCl, 2,75 micromoles de KC1, *+,12 micromoles de 
MgC12, 10 raj crómeles<:de Tris-CIH pH 7,6, 0,1 micromol de 
Fe ( S01+ )2 ' (10^)2?' -^,5 .micromoles de CO^ HNa, mezcla de |9 
aminoácidos menos leucina ecuivalente a 0,15 micromoles de 
leucína -(38), ^,5 micromoles de glucosa y 0,05 micromoles* 
de leUcina-l-C^ de actividad específica 8,5 mC/m mol. 
Medio II: 0,3 mi. de células se incubaban con 0,3 mi. de*4 
plasma diluido 1:3 (v/v final) con solución NXM,y con el
i Uagregado.de 0,3 micromoles de leucina-l-C actividad es- , 
pecífica 7,8 mC/m iftpl.
Tiempos largos, do baja actividad e¿
pacifica.
Se utilizó este medita para seguir en el tiempo
(hasta 1 hora) la actividad de las células de médula ,y de 
reticulocitos.
Medio III: Se incubaron 0,25 mi. de células con 0,1 mi. 
de plasma y 1,65 mi. de una solución que contenía 156 mi­
cromoles de NaCl, 6 micromoles de TCC1, 9 micromoles de 
MgCl2, *i0 micromol^ Tris-CllUpH 7,6, 0,2 micromoles do- 
Fe (Sü+Jg (NHl^, 12 micro moles de NaGO^H, mezcla de 19 
aminoácidos menos leucina equivalente a 1 micromol de 
leucina (38), 33 micromoles de glucosa, 0,2 mg. de peniqj, 
lina-G-Na y 0,25 micromoles de leucina-1-C^ de actividad 
específica 0,2 mC/m mol.
6) Lisis de las células:
I - Por choque osmótico.
Las células lavadas con solución NKK se resus­
pendían suavemente con ayuda de una varilla con "polios, 
man" en veces su velamen de un medio que contenía básl 
cemente KC1 10 Mg (CII^COO^ 1,5 mlC y amortiguador Tris- 
C1H pH 7,6 (a 2$fr) 2 mM; donde se indica se agregaron a 
este medio diversos inhibidores de riboflfcleasas Luego de 
5 minutos de agitación suave, en frío, se recuperaba la i- 
sotonicidad con 1 volúmon igual al de las células, de sa­
carosa 1,5 M, KC1 10 mil, Mg (CH3C00)2 1,5 mM, Tris-CIH pH
7,6 *4-0 mM. Wj laciiatamcntc el Usado se centrifugaba a 
10.000 x g. durante 10 minutos.
II - Por choque osmótico en presencia de Caw 1 mM.
Los medios indicados en I se suple-montaron con 
CaCl2 1 mM-, c-n los experimentos en que así se expresa.
III - Por acción de saponina:
Las céluths sedimentadas se suspendían suavemen­
te eri un volúmon de solución de Mg. (CH^COO^ 1,5 mM, KC1 
10 raí'., Tris-CIH pH 7,6 10 mM y sacarosa 0,25 M y se agre­
gaba saponina albuj; Merck Sólida, hasta concentración de 
1%. Se agitaba suavemente 5 minutos en frío y se agregaban 
volúmenes de la solución anterior sin saponina. H1 lisa- 
do se centrifugaba a 10*000 x g. 10 minutos.
IV - Por congelamiento:
Las células se suspendían en una solución isotó- 
nica de sacarosa 0,25 M con KC1 10 mM, Mg (CH^COO^ 1,5 
mM y Tris-CIH pH 7,6 10 mM. Se congelaban sumergiéndoles 
en alcohol-hielo y so descongelaban suevamente, repitien* 
do el ciclo tres veces. Se centrifugaba W 10.000 x g. 10 
minutos.
7) Análisis por ultracentrifugación:
Por mc^io de una bomba peristáltica de varios 
canales de igual caudal se prepararon simultáneamente los 
gradientes lineales do densidad de sacarosa, en los tres 
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tubos do cada corrió. Para los tttbos de 5 mi. del rotof 
SW-39 de la ultracontrífuga Spinco L-2 se utilizaron gra- 
dientes de densidad lineales de M-,9 mi» con concentrado 
nes límites de sacarosa de 15 y 30 $, en una solución de
• -aV1:
7C1 10 mM, Mg (CH3COO)2 1,5 mlí, Tris-CIH pH 7,6 10 mM. So 
bre ellos se colocaba la muestra en 0,1 ni. de la solución 
isotópica de lisis por congelanionto ( IV), y las adiciones 
correspondientes al tipo de lisis. Se centrifugaba a h-0,000 
rpm durante 60 minutos a Uqc y se detenía la centrífuga sin 
freno. Se determinaba la posición de las bandas a lo lar­
go del gradiente perforando el tubo en el fondo y eluyen- 
do el contenido a través de una cubeta de flujo de 1 cm. 
de canino óptico en el espectrofotómetro Beckman DU; un
j
registrador logarítmico Sargent RL graficaba continua- 
mente la densidad óptica a 260 nilimicrones del eluído.
f *
Si se utilizaba el rotor SW-25-2 que tiene una 
capacidad de 60 mi. por tubo se preparaban los gradientes 
de 59 mi. en forma similar entre concentraciones de saca­
rosa de 15 a 35% con las mismas sales. Se colocaba una 
muestra de 1 mi. y se centrifugaba durante 210 minutos a 
25.000 rpm. a ^QC. Se c-luían por medio del equipo ya des­
crito y el eluído era fraccionado manualmente.
í
8) Dei er mi na c i 6n d e ,DNA y en tejidos:
Se utilizó la técnica de Fleck y Munro (lí>6).
Las muestras, (pequeños trazos de tejidos, suspensiones 
celulares o fracciones subcelulares), se homogenizaron 
con ácido tricloroacético frío al 10$ (p/v) y se lavaron 
repetidas veces con el mismo por centrifugación para ex* . 
traer la fracción ácido soluble. El insoluble se desli- 
pidizó por sucesivos tratamientos con acetona, etanol, 
etanol-clorof<rmo, etanol-éter y éter. El polvillo así 
obtenido se hidrolizó dudante 1 hora a 37QC con KOH 0,3N,
2t
Se roprccipitó el DNA y las proteínas con ácido perclórl- 
co y en el sobrenadante do centrifugación se deter linó el 
RNA per su densidad óptica a 260 milimicrones con resulta*^ 
dos concordantes con las determinaciones cah orcinol seg4n 
Kerr y Seraidarian (157). 31 DNA precipitado se dosó por 
medio de la reacción con difenilamiíjia de acuerdo con la
7
técnica de Burton (158).
9) Si s t ema s a c elular e s ;
a) Preparación de los ribosomas*
Los restos celulares luc^o de la liiis por choque osmóti­
co fueron centrifugados a 10.000 x.g^j durante 10 minutos tí 
2^C. y se descartaron. El sobrenadante se recentrifugó a 
150.000 x g. durante 60 minutos o a 78.500 x g. durante 
150 minutos. Los ribosomas sedimentados fueron suspendidos 
suavemente en un medio de sacarosa 0,25 M, Mg( CH^COO^ 1,5 
mM, XCl 10 mM, Tris-CIH pH 7,6 10 mM (b-0).
Ocasionalmente los ribosomas fueron obtenidos por 
acidificación del sobrenadante de 10.000 X g. con ácido a- 
cctico 1M hasta pll 5,1 (159). Se los sedimentó a 10.000 x 
g, 10 minutos y fueron rcdisucltos en la solución indicada 
a la que se restituía el pH 7,6 por agregado de pequeñas 
porciones de Tris-CIH pH 7,6 2M. Se dos^ron espectrofotomó-
n
tricamente a 260 milimicronds tomando.su
b) Preparación de enzimas:
La fracción soluble a 100.000 x g. se sometió a un fraccio­
namiento salino, según el método de Alien y Schweet (M-2). 
Para ello se llevó a pH 6,5 con ácido acético 11' y se a- 
gregó sulfato de amonio sólido hasta ^0% de saturación. Se 
centrifugó 10 minutos a 10.000 x g. y al sobrenadante se 
le agregó sulfato de amonio sólido hasta 70f5 de saturación* 
El sedimento producido por centrifugación a 10.000 x g. du­
rante 10 minutos se redisolvió en Tris-CIH 0,1 1’ pH 7^6
mercapto-etanol 3 y etilendiamino tetraacetato de sodio 
pH 7,6 0,1 mM y se llevó r pH 6,5 con acético 1M. Se repr£ 
cipitó a 70/5 do saturación de sulfato de amonio y suspendido 
en el nec!io anterior se dializo contra 2 cambios de 1000 
volúmenes del mismo medio.
c) Incubación de los ribosomas eh el. "sistema completo": 
Los ribosomas se incubaron 60 minutos a 37QC. en tubos a- 
biertos con agitación de acuerdo con las condiciones des* 
critas por Alien y Schweet (^2). 31 medio contenía, en 0,5 
mi. finales, GTPNa 0,2 mi’, ATPNa 0,7 mM, creatina fosfato 
7,2 mM, creatina quinasa ho mierogué nos/mi., cada uno de 
los 20 aminoácidos menos leucina 0,0^ mi i, glutatión reducid
<■ \
do 16 mM, Tris-CIH pH 7,6 mM,KCl. 7¿ Mg (CHiC00)2 3,6 mM'/W
RNA soluble 72 mierogramos/mi».preparación de enzimas 3 mg./
2 mg/ml. y leucina-l-cV* (actividad específi*^
s
* r
nil. , ribosomas
nicromolar. KL RNA soluble se
tir de hígado de conejo por una modificación
Cantoni y col. (160).
La incubación se detenía enfriando
preparó a par
del método de
y acidifican-
z
do con ácido tricloroacótico luego dc-1 agregado de ca­
seína cono portador.
10) Medida de radiactividad.
Las nuestras, precipitadas con ácido tricloroacé- 
tico 5/5 en presencia de caseína, se hidrolizaban con NaOH 
lii durante 2 minutos a temperatura ambiente para solubili- 
zar los aminoácidos marcados presentes como aminoacil-RNA,
con alcohol-éter y
y luego se reprecipitaban y lavaban con TOA 5^. Se secaban 
éter. 31 polvillo así obtenido se diatri-^ 
y se contaba con un tubo proporcional debuía en planchetas
flujo sin ventana Los resultados eran corregidos para es-
pesor infinitésimo mediante una curva empírica.
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11) Preparación del Inhibidor de rljynucleasas de hígada
Se lo obtuvo mediante la técnica de Shortrian (1ÓJ).
Se anestesiaron con éter conejos o ratas adultas y se sangra 
ron por el cuello» Se les extrajeron rápidamente los hígados 
que fueron pesados y enfriados en solución i sotónica de CINa 
(9$í helada. Se cortaron en trozos pequeños y se homogeniza- 
ron con 2 volúmenes de solución de sacarosa O,Mi- M mediante 
5 emboladas de un homogenizador de Potter-Elvehjem de vidrio 
con pistón de teflon a 500 rpm. Esto homogenado se centrifu- 
gaba a 10.000 x g. durante 15 minutos y luego a 150.000 x g.
Cada ensayo contenía en un volúmen final de 0,6 mi.?agrega­
dos en este órdens 0,1 mi. de muestra; 0,2 mi. de amortigua­
dor Veronal-Na 0,03 M pH 7,8; 0,1 mi. de agua o de p-cloro-
mercuribenzoato 0,01 M (para el ensayo de RNAsa libre o to­
tal respectivamente) y 0,2 mi. de RNA de levadura 1$ prepa­
rado según el método de Crestfield y col. (162).
b) Actividad del inhibidor de RNAsa:
En un volúmen igual al anterior, cada tubo contenía 0,1 mi. 
de inhibidor; 0,2 mi. de amortiguador Veronal-Na 0,03 M pH 
7,8; 0,1 mi. de gelatina 0,1$ conteniendo 1,75 n^ug de RNAsa 
pancreática cristalina; y 0,2 mi. de RNA de levadura 1J(*
En ambos tipos de determinaciones los agregados se 
hacían en el órden indicado manteniendo los tubos en agua- 
hielo y luego se incubaban 30 o 60 minutos a 37Q 0 con afita- 
clóh» Se enfriaban nuevamente y se precipitaba el AÑA Cbn 
r
¥
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0,6 mi. de HC1 1N en etanol 76$. L*s tubos se centrifugaban
. . T
a 3*000 x g. 20 minutos; 0,5 mi. del sobrenadante se diluían 
Con 2,5 mi. de agua y se determinaba la densidad óptica a 
260 milimicrones. Se restaban blancos adecuados en cada ca­
so. En estas condiciones los resultados eran proporcionales
l 
a la cantidad de RNAsa presente entre 0,17 y 3?5 milimicro- 
gramos.
v
13 ) Cromatografía de intercambio iónico (163 ):
Se utilizó DEAE-sephadex A-50 (Pharmacíaj que fué 
suspendido en agua y lavado con NaOH 0,1 M y con C1H 0,1 
Se neutralizó con Tris base y se lavó varias veces con amor-¡ 
tiguador Tris-CIH 0,05 M pH 8,6; se cargaron columnas de 0,6 ,• 
x 18 cm. y se pasó por ellas 50-100 mi. de la misma solución^ 
(medio de partida). 1 mi. de muestra, conteniendo 75 mg^. de*( 
proteínas, previamente dializada frente al mismo medio, se 
sembró sobre la columna y se eluyó con un gradiente lineal 
de concentraciones crecientes de CINa en el mismo amortigua-
A 
dor; al alcanzar la concentración de 0,25 M de cloruro de so 
dio se reemplazó el gradiente por solución de cloruro de so­
dio 2 molar en el mismo amortiguador. En las fracciones eluj^ 
das se determinábanlas densidades ópticas a U15 y 280 milimi■ / 
crones y la radioactividad de proteínas.
RESULTADOS
Estudios preliminares.
Los estudios que se describen en este trabajo fue­
ron realizados con suspensiones de células de médula ¿sea en 
plasma autólogo. Esta forma de uso del material medular ha 
sido empleada por varios autores (^3) (MO. Ella permite la­
var e incubar las células en medios definidos, descartar pro 
blemas de difusión de metabolitos a través de la masa de te­
jido, y también le son aplicables métodos de ruptura de mom-t 
branas y extracción celular por choque osmótico o por agen- 4
a , ó 5tes lisanees.
i 
Inicialmente Se utilizaron médulas "inmaduras” de
1 
conejos muy anémico^ cuyas suspensiones se obtenían siguien- j 
el método de Morell y col. (^); en los extendidos de este -a* 
material se podían observar lo-s distintos compoñefites celu- 
lares de la médula ósea (Figura 1). Para establecer si esta 
preparación era apta para estudiar la síntesis de proteínas, 
se la incubó en un medio fisiológico suplementario con meta­
bolitos (medio I) y con leucina-C1^• como control se utilisó 
igual volúmen de reticulocitos circulantes del mismo animal* 
células cuya capacidad de sintetizar proteína es bien conocí 
da (37) (39). Los resultados de la Tabla I, experimento NQ 5, 
muestran que las células de médula así suspendidas e incuba­
das por un corto tiempo, poseían una baja capacidad de sín­
tesis de proteínas citoplásmicas, alrededor de 1/7 de la de 
reticulocitos; este resultado, contrario a lo esperado (5) 
(26) (^7), indicaba que las células de médula no se encon­
traban en un buen estado fisiológico. En ese mismo experime¡i 
to se estudió, en extractos acelulares obtenidos por choque 
osmótico, la distribución de las cadenas nacientes de pro­
teína en la población ribosó^iica; por ultracentrifugaclén en 
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un gradiente de densidad se encontraba un solo pico de ri­
bosomas monómeros con radioactividad específica muy baja 
(31 micromicromoles de leucina-C11* por mg. de ribosomas) 
(Figura 2a); esto contrastaba con las distribuciones de 
los reticulocitos controles (Figura 2b) en que 2/3 de los 
ribosomas totales aparecían en la fracción de polirriboso- 
mas, conteniendo la totaildad de la radioactividad asocia­
da a las cadenas proteicas nacientes en ribosomas, con una 
actividad específica 3 vece* mayor (Tabla I experimento 5).
En ^elación con éstos resultados recordemos que 
la única diferencia de tratamiento entro las células de né 
dula ósea y los reticulocitos consistía en el método de ob 
tención, y qué durante ésta, en tanto que los reticulocitos 
eran oxigenadosxy enfriados inmediatamente, las células de 
médula permanecían Nan anoxla a temperatura fisiológica por < 
un período prolongado. Se £ensó que ésta podría ser la cau­
sa de su inactividad sintética, y para proteger mejor las 
células se ensayaron técnicas quirúrgicas y de hibernación 
del animal que tendían a acortar el lapso de anoxia; éstas 
fueron luego descartadas por su complejidad.
Finalmente se desarrolló la técnica rápida descrX 
ta en nMétodos”, en la cual el tiempo total de extracción, 
suspensión y enfriamiento de la médula no excedía a tres 
ñutos a partir de la muerte del animal. Este procedimiento 
permitió obtener suspensiones celulares que incubadas ”in 
vitro”, en un me¡ io apropiado (medio III), incorporaban ac­
tivamente aminoácidos en proteínas, r on velocidad considera, 
ble, durante 60 minutos. (Figura 3 y Tabla I, experimento 6). 
Las incorporaciones totales de lcmcina-C^^ on proteínas, ex 
presadas por unidad de volúmen de células, fueron similares 
a los que se obtenían en reticulocitos del mismo animal (Ta. 
bla I, experimento 7), estos resultados se acercan a los de 
otros autores (^7) (16^). Estas células fueron lisadas por 
choque osmótico y los extractos se fraccionaron a 10.000 X 
g. durante 10 minutos. En el sobrenadante Se encontraban 
las proteínas solubles citoplásmicas y la fracción ribosó- 
mica; y, el precipitado contenía los núcleos, membranas y 
mitocondrias, y las células del sector leucopoyético no li- 
sadas (^7) (165). Puede observarse en la Figura 3 que 2/3
iL
de la lc-ucina-C incorpdrada en proteínas recientemente 
sintetizadas estaban asociadas al sobrenadante*
En estos experimentos se ha observado que la velo 
cidad de síntesis de proteínas de las células de médula au­
mentaba en los^primeros minutos de incubación (Figura 3)? y 
que (con la exceppióp del experimento Mí de la Tabla I) la 
tasa de incorporación citóplásmica (soluble a 10000 x g. ) f
1 li
de leucina-C en incubaciones de 1 minuto era marcadamente 
menor que en incubaciones prolongadas (experirre»tos 19 y 
vs. 6 y 7); ello podría deberse en parte al tiempo necesario 
para la equilibraciój^.d^e radioactividades específicas 
del aminoácido entre el medio .externo y el "pool" intrace- 
lular. En reticulocitos la aceleración de la síntesis con el 
tiempo no es importante (experimentos 3A Y 5 vs. 7). Igno­
ramos si la radioactividad específica de los ribosomas de 
médula en incubaciones prolongadas es mayor que a tiempos 
cortos; pero el experimento Mi-, que en 1 minuto dió una in­
corporación exceocionalmente alta, mostró que esa radioati- 
vidad específica de sus ribosomas no era mucho mayor que las 
de experimentos anteriores del úsmo tipo.
Exceptuando algunos experimentos preliminares des­
critos a continuación (métodos de lisis), los estudios pos­
teriores sobre la fracción polirribosómica, se han realizado 
utilizando las preparaciones de células de médula4 activas ob 
tenidas mediante el último procedimiento rápido.
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Estudios de los métodos, de lisis. - £
Al comenzar el estudió de las Condiciones de rup­
tura de células que permitieran la obtención de fracciones 
subcelulares en óptimo estado de conservación estructural y 
funcional, debieron concillarle los requerimientos conflic­
tivos de las fracciones nucleares y ribosómicas. En tanto 
que el aislamiento de núcleos requería iso o hipertonicidad 
(de sacarosa), muy bajas encentracionos salinas y la pre­
sencia de iones Ca** (166los polirribosomas debían ser 
preservados en medios con relaciones adecuadas de Mg*^ y K* 
(167). Por otra parte era necesario ¿ue los métodos do li^
í v sis no rompiesen las células-del sector lcucopoyético. >
•i- ■ x i ’
Para los reticulocitos circulantes se suelo uti- i 
lizar como método da extracción de ribosomas la ruptura por 
choque osmótico en una solución de Mgtf 1,5 a 5 mM con una 
inmediata restitución de isotonicidad por agregado de saca- d
rosa hasta 0,25 M y K* hasta 10-50 mM. (35) (^0) (85) (159).
Este procedimiento : .- _ . - gs
reticulocitos (168).
En aves, las células rojas circulantes han sido t 
Usadas mediante el uso de saponina 1$ en Caw 3 mM (169); 
por homogenización en solución de Tris 10 mM, KC1 10 mM, Sg, 
carosa 0,25 M, Hn** 1 mM, Mg* * 1 mM, y Cemüsol NTP-6 0,2$ 
(100); y directamente con agua por Kabat y Attardi (170). 
Lingrel y Borsook (^7) han extraído ribosomas de células r¿ 
jes de médula de conejo también por choque hipotónieo con 
Mg** 5 mM y restitución de la isotonicidad con sacarosa ha¿ 
te 0,25 M y K* hasta 25 mM.
Para determinar la eficiencia de los métodos do
lisis como así te abién la estructura y actividad de las 
fracciones ribosómicas con ellos extraídas, so realizaron
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análisis do ultracontrifugación zonal ol^pa di entes 
sidad de sacarosa de Usados de roÜLculocltbs circu 
y de células de médula ósea, obtófiKos -diversos proce­
dí ni ento s •
Se han empicado condiciónes diferentes de rup­
tura y extracción de células diabla II y SecdHLón Métodos).
I - Choque osmótico con Mg 1,5 mM y IC 10 mil, y restitu­
ción de la isotonicidad con sacarosa y sales*
II - Choque psi^tico en la^mismas condiciones, pero su-
++ 
plemcntado con Ca 1 mM.
III - Lisis con saponina en un medio isotónico do sales y
•> ■
sacarosa. , -\
IV - Ruptura por congclamíaiftfeos y descongelanientos repe­
tidos en un medio isotónip'ó.
Los ensayos preliminares con médula 6^ea hicie­
ron descartar el método IV de congelamientos repetidos, p^qr, 
un bajo rendimioAt'o do extracción del material ribosómico' 
(50%) (Tabla II experimento le) comparado con los otros tres 
métodos.
s.. w
Los resultados similares producidos por el usoya 
sea de saponina (experimentos Ib y 5c) o de choqueyosmóticqy 
(experimentos la y 5d y f) hicieron que la elección rocaye^ \ 
ra sobre este último pues así se evita la introducción de 
sustancias extrañas, y además tiene la ventaja de lisar 30^ 
lectivamente células oritroblásticas sin romper las células 
blancas (^7) (165). 2n los experimentos como el de la Figu­
ra 3, en que interesaba recuperar la fracción nuclear, so 
empleó el agregado de Ca++ ; se lo omitió en aquellos otros 
en que so estudiaba solamente el citoplasma, porque el au­
mento de cationes divalentcs producía una ligera agregación 
de los polirribosomas. (Compárese las relaciones polirribo- 
somas/monómeros, de reticulocitos, en los experimentos ^a 
con 5c.
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Independientemente de estas eansideracionea,
be remarcarse que con cualquiera <• los cuatro métodos el 
total de la fracción ribosómica de laB células de medula
ósea aparecía como ribosomas monómeros.
Por el contrario, aplicadas estos mismos métodos
a reticulocitos se obtenían extractos que cfl^Los análisis 
por ultracentrifugación mostraban distribuciones polirribo-
sobre la pe-
que esos pro-';
preservación
*1
sónicas en muy buena concordancia con las de^la literatura 
(83 ) (8^) Como. ya se mostró en la Figura 2b, la radioacti- 
vidad de las cadenas nacientes do proteínas se encontraba
’r' .
exclusivamente sobre los pol^j*ribosonas y no 
quena proporción de monómeros, lo que indica 
cedimientos de ext?Tociáto^p'érmiten la buena
de las estructuras polir^x^osómicas celulares*
■■4
La misma ^usencia de polirribosoraas .en los extrae.
< i*’
tos citoplásmicos descólalas rojas de modula béea "lenta" 
fue observada tambi^¡j£ en lisados hipotónicos de médulas ”rá 
pidas" (Figura 7b).^ÉSte último fué un resultado inesperado 
por tratarse de celulás con alta actividad de síntesis de 
proteínas, y por haber sido vistos aquéllos anteriormente 
4
4
en microfotograflas electrónicas de cortes de este tejido
(36) *
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Microscopía electrónica de célalas de médula. ósea.
Para lograr la evidencia completa de la presencia
de polirribosonas en las células de médula Ósea que nosotros 
extraíanos, se obtuvieron microfotografías electrónicas de 
cortes de este tejido (x).
En la figura se observa una célula eritroblásti­
ca muy inmadura, pon su núcleo poco teñido, con croma tina 
laxa y con nucléolos; en su citoplasma cartnte de retículo 
endoplásmluó,'hay numerosas agrupaciones de ribosomas.
En la figura 5 la célula roja es mucho mé$ madu­
ra, con su núcleo más condensado, y su citoplasma más opaco 
por la presencia de*hemoglobina. Posee menor densidad de po- 
lirribosomas que la anterior.
En la ampliación (Figura 6) que representa un sec-s 
tor de la figura 5 se aprecian claramente agrupaciones de 
hasta 7 ribosomas y muy pocos monómeros aislado». El aspec­
to de estas agrupaciones es similar al de los pollrribosomas 
en las microfotogr*f*ías electrónicas de reticulocitos y eri­
troblastos presentadas por Rifkind y col. (36),
Quedaba así demostrado que la ausencia de polirri- 
bosomas observada en los extractos citoplásmicos de células 
de médula ósea se debía a la destrucción del aparato polirri, 
bosómico durante alguna etapa de la obtención de los libadós.
(x) Los cortes y microfotografías fueron gentilmente reali­
zados por el Dr. At J, Solari en la Cátedra Segunda de v
tología de la Facultad de Medicina de Buenos Aires.
r
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Una serie de evidencias a lo largo de este traba.
jo indican que en los Usados de medula ósea existan ribo- 
nucleasas, y que son éstas las causantes de la degradación 
de los polirribosomas.
Las pruebas en este sentido son:
I) En los lisadoá^de médula existe un factGfl* capaz de des, 
truir lo$,<pblirribosomás de retjxiulocitos. Para compr^ 
bario se líSaron reticulocitos y céiulas de médula ósea 
por separado y en conjunto: en la mezcla los polirrib^- 
somas de reticulocitos fueron completamente degradados
a monómeros (Figura 7)#
II) Durante el proceso de aislamiento y extracción de celu-^ 
las de médula con los métodos anteriores áe observó una^ 
considerable pérdida del RNA celular total que tiene lu ' 
gar solamente en el paso de ruptura de las células.
En la Figura 8 se muestran los contenidos de DNA 
y RNA observado-s a lo largó de los procesos de suspen­
sión, lavados, lisis y fraccionamiento subcelular de 
las células de médula. Hasta la etapa de la l.isis, la,> 
recuperaciones del RNA y del DNA pueden calificarse de 
muy buenas, y es precisamente en estejpasó que tuvo lj£ 
gar una drástica pérdida del RNA (no así del DNA).
Este hecho, que no es afectado por las condicio­
nes de lisis utilizadas, hizo pensar que, por el pro­
ceso mismo de la lisis, se liberarían potentes ílbonu- 
cleasas que actuarían aún en frío degradando el RNA 
presente.
III) La medida directa de la actividad de ribonucleasa en 
extractos de médula ósea confirmó esta última suposi«*
ción (Tabla III); por comparación con un testigo de 
ribonucleasa pancreática, se estima que esa actividad 
1 ?
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en los lisados equivalía a aproximadamente 16,5 mili- 
microgramos/ml. (o sea unos 100 milimlcrogramos por 
gramo de células Usadas),
En coincidencia con esto, Billón y col. (171)» a- 
firman no haber podido preparar ácido ribonucleico de teji­
dos hematopoyéticos por la intensa degradación que sufría 
durante los métodos, clásicos de extracción con f-^nol.
Es bien ¿fítido también que la estructura do los
polirriboso^s.'ás extremadamente sensible a la acción de 
vestigios de ribonu^l^a^as que los degra^q|i a monómeros 
(85) (87).
No era extraño por lo tanto que no se pudieran 
obtener polirribosomas a partir de lisados de médula ósea 
si estos contenían ribonucleasas.
>
V
r.
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Inhibidores de ribonucleasas.
Para tratar de proteger a los polirribosomas se 
suplementaron los medios de lisis con inhibidores de ri­
bonucleasas. Se utilizaron en distintas oportunidades ben- 
tonita (172), heparina (173)j polidextrÁn sulfato (17^) y 
iones Zn\175). La primera adsorbe y secuestra RNÁsas con 
mucha eficacia y loe. polianioncs las inhiben^competitiva­
mente. Su si bien no resultó- tan efectiva como se
deseaba, permitió evidenciar ea los Usados de médula ó- 
sea agravaciones de ribosomas de '.asta 6 unidades (Figura 
9)r
La presencia de estas sustancias c-n los medios 
de lisis alteró el comportamiento de las células; por cjem- 
pío, el Zn 5 mM impedía la lisis por choque hipotónico; 
el polidextran-sulfato y la heparina (en altas concentra­
ciones) producían la rotura de los núcleos y el material 
liberado daba al medio tal viscosidad que resultaba impo­
sible sedimentar las, membranas y la misma ribonucleopro- 
teína, y por lo tanto no se podían observar los ribosomas; 
y por últimQ la bentonita lavada en las condiciones de Sin^» 
ger y Fraenkel-Conrat (172) precipitaba totalmente los rv-> 
bosomas•
Algunos de estos inconvenientes pudieron sosia* 
yarse modificando ciertas características de los medios de 
lisis. En el caso de la heparina, se producía la rotura de 
los núcleos, probablemente porque, debido a su naturaleza 
polianiónica, captaba del medio cationes divalentes necesa­
rios para la estabilidad de la membrana nuclear; aumentando 
la concentración de iones Ca a 3 mM se lograron buenos 
sultados de lisis con concentraciones de heparina de haste 
1 mg/ril» Para la utilización de bentonita fue necesario mo­
dificar el método de purificación en que se la layo por se* 
3^
dimentación © pH 5,8, ya que a este pH los ribosomas pre­
cipitan; en cambio se realizaron esos lavados con el me­
dio de lisis de pH 7,6 y de esta manera se la pudo incluir
1
en los medios de lisis en concentraciones de la 2 mg/ 
mi.
Con estas precauciones en varias ocasiones se 
emplearon hepr.riña, y bentonita en forma tanto independien 
te como combinadas^' y los lisados de médula así obtenidos 
no evid erigía batí ninguna actividad de ribonucleasa detecta- 
ble en el correspondiente dosaje (Tabla til, línea 5); aún 
así, los resultados de distribuciones ribosómicas no corres 
pondían a 1 os que ora dable esperar de acuerdo a las foto­
grafías electrónicas ya expuestas.
Estos experimentos hicieron pensar que la inhibí 
ción o adsorcióh de las ribonucleasas no era total o instan 
tánea en el momento de la ruptura de las células y la libe­
ración tanto de las ribonucleasas como de la población ribo 
sónica.
Ello sugirió la necesidad de un inhibidor más 
efectivo, que fuera capaz de reducir instantáneamente la 
actividad de las nucleasas a niveles tan bajos que no afec­
taran a los polirribosomas
3Í
Inhibidor de hígado.
Roth ha descrito la existencia y propiedades de 
un inhibidor de ribonucleasas, de naturaleza protel£af pre 
sente en la fracción soluble de homogenados de hígado de
rata (176) (177). Con el fin de incorporarlo a lo^medios 
de lisis ¿é realizaron preparaciones crudas mediante el mé- 
todo de Shortman (í$l) que consiste en homogenizar en sa­
carosa 0 iW-M; los hígados de rata y eliminar por iiltra- 
centrifugación intensa la fracción midíc^sBmica y\ los r ibo­
somas libres
Como esto# extractos son muy hipertónicos, sola­
mente se pudo ágregar pequeñas cantidades de ellos a los
medios de lisis por choque osmótico, pero aún así el 
bidor se mostró activo en la preservación de poíisonas, y 
en los sobrenadantes de los
inhi
Usados de modula obtenidos en
su presencia desaparecía la capacidad de destruir los poli-
X'
rribosonas de reticulocítÓs (Figura 10).
Para posibilitar el agregado de cantidades mayo—
res del inhibidor se dializaron estos sobrenadantes contra'^ 
el medio de lisis. Así se obtenía un medio hipotónico, con v 
la composición salina requerida y conteniendo el inhibidor 
en la mayor concentración posible. Cómo ya lo indicara Shor¿ 
man (161) durante la diálisis se perdía gran parte de la 
actividad del inhibidor (Tabla IV). Para evitar su destruc­
ción excesiva se optó por una solución de compromiso al rea 
lizar diálisis cortas (M- horas) frente a frecuentes cambios 
de grandes volúmenes del medio de lisis, que permitía al 
mismo tiempo disminuir la tonicidad y preservar una buena 
porción de la actividad inhibitoria.
Al mismo tiempo se consideró la posibilidad de 
extraer el inhibidor a partir de hígado de conejo; esto úl­
timo, que hasta ahora no había sido descrito, permitiría ú-? 
tílizar en la preparación dé médula solamente componentes 
homólogos y no introduciría factores (proteínas, ácidos nu 
cleicos) de otras especies* Se estudió así la presencia del 
inhibidor en extractos de hígado de conejo prepara<d< con 
la misma técnica anterior. Sus propiedades fueron simila­
res a las del que se obtenía a partir de hígado da rata: su 
capacidad de inhibición resultó ligeramente mayor y sufrió 
en igual forma el efecto de la diálisis (Tabla IV).
SIbi'éfi este inhibidor resultaba már efectivo que 
la heparina y bentonita en la preservación de potírriboso- 
mas de células de médula "inmadura", nuevamente los extrae 
tos obtenidos evidenciaban un ciérto grado de ruptura de 
polirribosomas. Por el contrario, utilizado con médula "ma/ 
dura", comó'Se describe a continuación^ los resultados fue­
ron muy satisfactorios.
Méájjla_ enriquecida en formas maduras.
Los animales utilizados en todos estos estudios 
habían sido sometidos al tratamiento anemizante descrito 
por Borsook y col. (b-6) para la obtención de altas reti- 
culocitosis en sangre. Este se basa en que la fenlít* hidra 
zina aceiqüShla destrucción de los eritrocitos circulan- 
tes produciéndose así intensas anemiás. La médula óseq fuer 
temente estimulada aumenta rápidamente la produccííh de gló 
bulos rojos por medio de dos mecanismos,: aceleraftg^ el pa­
saje de elementos a la sangre al saltear algunos de 1 os jpa- 
sos finales de maduración (&0), y aumentando el número de 
precursores inmaduros? (3)*-,r/
Estos efectos cooperan para quela médula sea prg, 
porcionalmente enriquecida en formas ^'madnras (Figura la).
Cuando se interrumpe el tratamiento con fenil- 
hidrazina, los animales recuperan rápidamente los valores 
de glóbulos rojos en sangre, y al cabo de días de resta­
blecimiento, sus médulas óseas (que llamaremos "maduras") 
tienen proporciones de células eritroblísticas muy dife- 
rentes a las anémicas (Figura Ib): predominan los estadios 
más maduros, y los eritroblastos policromatófilos y sobre 
todo los ortocromáticos han aumentado'.a expensas de los pro 
eritroblastos y eritroblastos basófilos.
La fuerte actividad de ribonucleasas de extrac­
tos acelulares de médula inmadura y la virtual ausencia de 
ella en extractos de eritrocitos y reticulocitos circulan­
tes (179) evidenciada por la estabilidad de sus polirribo-i 
somas, sugieren que a lo largo de las etapas celulares de 
la eritropoyesis, existen mecanismos de eliminación^ inac­
tivación ó inhibición de esaf ribonucleasas.
Se pensó atí qué los extractos de médulas "maduras" 
contendrían actividades de ribémicleesa menores que Ips de 
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médulas ^inmaduras”, y que por consiguiente con el uso del 
inhibidor de hígado de aquellos se podrían extraer pobiaci¿ 
nes polirribosómicas no degradadas.
Las preparaciones de células "maduras” extraídas 
por el método rápido resultaron sumamente activas en la sin 
tesis de proteínas, (tabla I experimentos ^1 y ^). Sus li- 
sados obtenidos sin inhibidores de- RNAsas (Figura 11), aún 
cuando contenían una. muy alta proporción de ribosomas mono- 
meros, también'poseían pequeñas cantidades d$ dineros y trí­
meros y trazaá de agrupaciones mas pesadas que n^nca había 
sido posible observar directamente sin el uso de inhibidores 
en médulas "inmaduras”. Si se compara esta distribución con 
las de médulas inmaduras (Figura 2a y 7b) ello sugiere que 
la actividad 5de RNAsas del material más maduro es menor en 
concordancia con la hipótesis antes formulada.
El empleo del inhibidor de hígado de conejo o de 
rata, dializado como medioMe lisis de células de médulas 
maduras por choque osmótico, permitió evidenciar en los 11- 
sados la presencia de agrupaciones de ribosomas en polirri- 
bosomas (Figura 12b y c) en proporciones muy semejantes a 
las de reticulocitos circulantes (Figura.2b). La preponde- Á . 
rancia de ribosomas agrupados en pentámeros muestra una es—’í 
trecha concordancia con las observaciones microscópicas.
Este experimento muestra además la marcada supe­
rioridad del inhibidor de hígado sobre la bentonita utili­
zada en un ensayo paralelo (Figura 12a).
Se ha logrado así uno de los objetivos de este 
trabajo: obtener Usados de células de médula ósea en los
cuales la integridad estructural de ornas es
tá preservada.
.»
Se examiné ai estas agrupaciones pollrrlbosómi- 
cas eran participes de la síntesis .de proteínas en la cé­
lula entera; para.ello se incubó durante 1 minuto a 37Q C 
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una preparación de células de médula ^madura” con leucina- 
C y otros aminoácidos como precursores de proteína, se 
Usaron con inhibidor de hígado y en los sobrenadantes de 
IOiOOO x g. se analizó por ultracentrifugación la distribu 
ción de cadenas proteicas crecientes sobre ribosomas y po- 
lirribos ornas.
un experimento preliminar en que se preparó
en paralelo un lisado con bentonita se obtuvieron los re­
sultados de la "figura 13a en la que puede observarse que la 
bentonita no consigue proteger a los polirribosomas produ­
ciéndose una marcada degradación que se aprecia en la dis­
tribución del material ribosóm.ico y por la presencia de 
gran cantidad de cadenas crecientes radioactivas en la re­
gión de monómeros. La relación entre las incorporaciones 
de leucina-C^ sobre polirribosomas y monómeros es 0,28. 
Por el contrario el lisado con inhibidor de hígado presen­
ta una relación de 2,55 que demuestra una mejor protección 
de las estructuras (Figura 13b),
En experimentos posteriores en que se tomaron pre 
cauciones adicionales en la preparación del inhibidor (au- • 
sencia de metales pesados ) se obtuvieron resultados come el 
de la figura 1U en que el máximo de radioactividad aparece 
en la zona de pentámeros con alta actividad específica (Ta­
bla I experimento Mi). Por lo tanto es esta fracción la más 
activa en la síntesis proteica en el interior de la célula 
entera. En este experimento la relación de incorporación de 
leucina-C entre polirribosomas y monómero’s es'11,3. Esta 
falta de incorporación en los ribosomas monómeros corrobora 
dos hechos: que son inactivos como tales en la Síntesis de 
proteínas y además que en todos los experimento^epterio- 
resw en que aparecían marcadosi, su presencia epa el resultado 
de un artefacto producido por i^-xfogr a dación de polirribo­
somas activos durante la litis.
^0
Estos experimentos muestran una estrecha seme­
janza estructural entre los aparatos qiie realizan la sín­
tesis de proteínas en reticulocitos y en sus precursores: 
las células eritroblásticas de médula ósea.
V
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1Siatapaa acelulares
A lo largo de este trabajo reiteradaneata aa tra­
tó de obtener una fracción ribósóriica capas de incorporar a* 
minoácldos marcados en proteínas en sistemas ¿celulares.
Las diferentes preparaciones realisadas a partís* 
de médulas "inmaduras" extraídas por el nótodo lento o ré- 
pido y on presencia de bentonita resultaron inactivas.
Solamente el empleo del Inhibidor obtenido do
5' J
hígado en los medios de lisis de células de médula madura
■***
permitió preparar ribosomas por centrifugación (Sft) o acidi­
ficación (159) cuyas proporcioné de polirrlbosetnas y ®onó-
— 
meros (Figura 15a) eran comparables con laS*de aquellos que 
so obtenían a partir de reticulocitos (Figura 15b).
Para demostrar la actividad de estos polirriboso- 
mas "in vitro" se procedió, con ligoras modificaciones, da 
acuerdo a las condiciones establecidas por Alien y Schwoot 
(h-2). Se incubaron los ribosomas en un medio salino eon un 
sistema generador do energía (creatina-fosfato, creatina qui 
nasa), ATP, GTP, t-RNA, aminoácidos y una preparación enzi- 
mática obtenida a par trf^e los sobrenadantes de 100*000 x &
de Usados do reticulocitos por fraccionamiento salino entre 
b-0 y 70$ do saturación do sulfato de amonio. En estas condl- .
clones 1Use obtuvieron incorporaciones 1c leucina-C en pro­
teínas cuyos valores (182 micro íicri^plvs do lcucina-C^^/mg.
do ribosomas) so asemejan a los de reticulocitos (256 ilero-
micromoles/rag. do ribosomas).
No so alcanzaron estos niveles de actividad cuando
i
so emplearon preparaciones onsimáticas obtenidas e partir de
X
Usados do médula ósea; recuérdese que esos'Usados origina^ 
mente tonían ribonueleasas•
Con ostoa resultados quodaba demostrada la aptitud 
do la técnica preparativa desarrollada para obtener polí.rri- 
bosonas de células de nédula ósea en buen estado estructural
- * V i
y fisiológico y la actividad de los mismos en sistemas acelfl^ 
iares. <
Estudio. de los, oboductos^Sintetizados:
Con el objeto de establecer pbopobción que co­
rrespondía a la hemoglobina recientemente sintetizada res­
pecto de la síntesis total de proteínas Solubles de células 
de médula ósea inmadura, se realizaron varios experimentos, 
en que se incubaron dichas células en medios isotónicoS que 
contenían sales* glucosa, plasma, aminoácidos, y leucina-C^ 
(Medio III) durante tiempos prolongados (60 minutos). Luego 
de lavadas con solución NKM fueron Usadas por chqque osj^óti 
co (Método I) y á los sobrenadantes de 10.000 x g. se los 
centrifugó a 1JÓ.000 x g. para eliminar la fracción micro- 
sómica. Los sobrenadantes obtenidos fueron analizados por di 
versas técnicas para determinar la proporción de la incor- 
poración de leucina-C en hemoglobina con respecto a las 
demás proteínas..'
En experimentos preliminares fe buscaron procedi­
mientos que permitiesen ,Uní^ adecuada separación de la hemo­
globina respecto de otras proteínas presentes en los extrac­
tos acelulares. La electroforesis tanto en papel cono en gel 
de agar, realizada a distintos pH, reveló solamente una man­
cha de proteína coincidente con la hemoglobina. En la croma­
tografía en columna de DEAE Scphadexl'A-50 a pH 8,6 desarro­
llada con un gradiente de concentración iónica (diseñada pa­
ra separar hemoglobinas mutantes (163), la hemoglobina se 
eluía en una banda estrecha cercana al frente y se observa­
ban muy pequeñas cantidades de otros componentes protcicos- 
(Figura 16).
Utilizando el mismo sistema de cromatografía para 
analizar una muestra del lisado de médula mezclad# con pro-» 
teínas plasmáticas se obtuvo una buena separación del pico 
de hemoglobina respecto de les proteínas adicionales (Figu­
ra 17, compárese con la figura 16). Batos datos* al demos* 
trar que la columna tenía una adecuada capael^td de resolu­
ción, sugieren que la proteína (absorción a 28o milimicro-*^ 
neS) asociada al pico do las lecturas de densidad óptica a 
^15 milimicrones es efectivamente hemoglobina, y que por 
lo tanto en los extractos citoplásmicoSJ^dlubleS de >6dula 
ósea la hemoglobina constituye la casi totalidad de las 
proteínas i
Este mismo procedimiento se utilizó para separar 
las proteínas radioactivas citoplásmicas sintetizadas por 
las células de médulár ósea inmadura en las incubaciones re 
feridas más arriba. ;v
En el experimento de lá? figura 18 aparee< una ban­
da de radioactividad muy prominente en la región do hemoglo­
bina que representa el Q5% de la radioactividad total y o- 
tros dos pequeños picos eluídos a concentraciones iónicas na 
yores. Esto indica que la hemoglobina es la proteína más sin 
tetizada; más aún, si observamos la actividad específica con 
respecto a la densidad óptica a 280 milimicronas podemos a- 
preciar que su máximo se encuentra en laVzona de la hemoglo 
bina. Considerando que Sst^.es la proteína más abundante y 
que no está sujeta a recambio en estas células, debemos ad-* 
mitir que es la proteína que proporcionalmc-nte más se ha 
crementado.
Inmediatamente antes y después de la elución de la 
hemoglobina aparecen pequeñas cantidades de otras proteínas 
marcadas como puede apreciarse en la curva de actividad es­
pecífica a *+1? milimicrones pero su cantidad y marcación es 
muy pequeña. v ¿
Estos resultados revelan que aunque las prepara­
ciones celulares empleadas están enriquecidas fuertemente 
en formas muy inmaduras (Figure la) la hemoglobina consti- 
tuye de manera prácticamente excluyente el priitcigal produc.
to sintetizado. v
lWi
DISCUSION
Simultáneamente con el desarrollo de este traba­
jo varios autores han tratado de evideaelar la presencia de 
polirribosomas en extractos acelulares de tejidos hematopo- 
yéticos, con éxito relativo. Así en eritroblastos nucleaéos 
circulantes de aves anémicas, Scherrer. y col. (100), han’ 
grado demostrar lá presencia de agrupadiofléS polihribos&ni- 
cas, que contiéneh’We 2 a 7 unidades portadoras de las cade 
ñas crecientes dé proteínas. Pare ello han debido introducir 
en los medios isot&llcos de lisis iones Mn** en concentración 
10-3 M como inhibidor de ribónucleakas; la proporción de ri- 
bosomas monómeros resultó elevada.
Kabat y Attardi (170) por su parte, lisando idén­
tico material por choque hipotónico con agua, han obtenido 
perfiles de D 0. en los que se observa una degradación mar­
cada de los polirribosomas y aclaran que ésta ha sido de di­
ferente intensidad en diversas preparaciches.
Recientemente.grupo de trabajo d^Marks (180) 
ha estudiado la eritropoyesis en el feto de ratón y ha encog 
trado polirribosomas en extractos citoplásmicos de eritro­
blastos circulantes de origen hepático, pero en los mismos 
aparece también una alta proporción de ribosomas monómeros, 
en discordancia con las microfotogréfías electrónicas de las 
células enteras en que se observa a la mayoría de los ribo- 
somas agrupados como polirribosomas.
Estos resultados son coincidentes con los que se 
han obtenido en este trabajo: las células-dí’itroblásticas
- » 
poseen una alta proporción de polirribosomas demostrables por 
microfotografías electrónicas pero es difícil extraerlos in-. 
tactos.
Es sabido que con frecuencia• durante la extracción 
y manipulación del contenido Oltoplástóio por medio d,e Jiro- * 
•* 
cedimientos medianamente seos (prensa de Fra^ch, moíieflfla
con alúmina, homogenización) producen muchas roturas de 
los polirrlbosomas (131) pero la destrucción los ninmoe 
cuando se trabaja con médula ósea no at atrlbuíble a efec- 
tos mecánicos pues se produce igualmente aunque se extremen 
las condiciones de suavidad de manejo y enfriamiento duran­
te la lisis.
Los reiterados fracasos para poder -observar, en 
los extractos oitoplásínicos de células de médula ósea, las 
mismas agrupaciones polirribosómicas que se apreciaban cía 
ramente en las microfotograflas electrónicas, los atribuí- 
mos a la fragilidad de los poj-ir ribo somas ante presen­
cia de ribonueleasas que atacan su m-RNA aún en muy^-bajas 
concentraciones (83) (87) (113).
Esta idea fué confirmada al comprobar la capaci­
dad de estos extractos para destruifr los polirrlbosomas de 
reticulocitos y por el dosaje de ribonueleasas realizado eg 
los mismos. Minguell y Perretta (181) han aportado datos
coincidentes al detectar, alta actividad de ribonucleasa 
células de médula ósea dp rata.’ -V
Con el fin de evitar la acción de estas enzimas, 
varios autores han empleado diversos inhibidores. Uno de « 
los de uso más difundido es la bentonita, silicato intercag^ 
biador de cationes que adsorbe las ribonueleasas, merced al 
fuerte carácter básico de éstas, extrayéndolas así del me­
dio. Su empleo fué introducido por Fraenkel-Conrat como pr& 
tector de sus preparaciones de RNA de virus del mosaico del 
tabaco (172).
Se han utilizado también varios polianiones que 
actúan como inhibidores competitivos; hepérina (173 (17^), 
polivinil sulfato (10?) (182) (183), feaÚvinil. fosfato 
polietilén sulfonato (17^)| pplidextrajá snlfatp (17^), un 
copolimero de tiroiina y glutámlco (¡L85), cantidades
masivas de RNA (186) y f4<de^ribosomas (187).
Philipson y Kaufman (17*+) han realizado estudios
sobre la eficiencia de estos inhibidores midiendo la prote£ 
ción de la capacidad infectiva de un RNA vif^l. Este siste­
ma es sumamente sensible ya que cantidades de ribonucleasa 
del orden de ÍO"^ microgramos producen de inactivación 
de una población de RNA virales. Para lograr la inactiva­
ción de una molécula de RNA es suficiente una sola raptará 
de un enlace éster fosfórico de su cadena. (Obsérvese que 
la situación es similar a la de nuestro problema donde un 
solo corte en el m*RNA es suficiente p^ra modificar el ta- 
maño de un polirribosoma). Mediante esté método analítico y
se ha demostrado que los inhibidores polianrónicos antes men 
clonados deben emplearse en alta multiplicidad y que su ac­
ción es 100 veces más efectiva a pH próximo a 5 que en la
i
neutralidad.
En los lisados de células de médula ósea hemos 
debido mantener el pH próximo a 7 pues de otra manera pre­
cipitaban los ribosomas: estas condiciones evidentemente son 
desfavorables para la acción de los inhibidores de ribonu- 
cleasas citados. No sabemos si esta puede ser la causa de 
su incapacidad para protejer totalmente a los polirriboso- 
mas.
En la búsqueda de inhibidores más efectivos en 
nuestras condiciones de trabajo, se halló que en diversos 
tejidos han sido descritos inhibidores específicos de ribo- 
nucleasas. Roth fué el primero en encontrar una sustancia 
con esta capacidad en la fracción citoplásmica soluble de 
células de hígado de rata (176) (177). Shortman la pudo pu­
rificar hasta 6000 veces y la identificó con una glucoprote^ 
na extremadamente lábil a la temperatura coñcjentcación sa­
lina, acción de los solvente? Orgánicos y diálisis, e inac- 
tivable por reactivó^ que bloquean sulfhid>ilos como «Q p- 
cloro mereuribenzoato
Girija y Sreenivasan (188) han encontrado un in
hibldor similar en adrenales de rata y Eichel y col. (189).
en tejido adiposo
Muy recientemente Priess y Zillig (190) han ha-
liado en reticulocitos y eritrocitos de varias especies, 
una sustancia de características y propiedades semejantes a
las anteriores, que es capaz de inactivar en forma no con-
petitiva a la ribonucleasa pancreática y nb a la RNAsa
la RNAsa TI de Takadiastasa.
este trabajo se han obtenido indicios de
este inhibidor en Usados de médula ósea
III) ya que la actividad de ribonucleasa en los mismos au-
.*
menta en presencia de PCMB que destruye el inhibidor. Es su-
E. coli ni a
En
presencia de
I de
la
(Tabla
c!gestiva la presencia de altas concentraciones de este inhi­
bidor en células que sintetizan ciertas proteínas continua­
damente y cuyos correspondientes RNA mensajeros tienen muy
(27). Se ha sugerido que la función del
lento recambio o son estables? este es el caso de la sero- 
albúmina (191) en hígado y la hemoglobina en reticulocitos 
inhibidor consista 
en protejer dichos mensajeros
Estos inhibidores específicos naturales, presen-
empleados para pro­tes en extractos citoplásmicos han sido
teger la estructura de los polirribosomas de la acción de 
las ribonucleasas. Así Bont y col„ en 196? (192) observaron
que si durante la preparación de polirribosomas de hígado 
de rata se los mantenía en presencia de la fracción soluble
se evitaba su degradación. Esta protección se 
tor no sedimontable, que permanecía soluble a 
era precipitable entre ^+0 y 60$ de saturación 
amonio y además requería que sus sulfhidrilos
gidos 5 obviamente este factor es identifica-ble .Coit el lnhi -
i
bidor descrlpto por Roth y Sportman.
Blobel y p.tter (193)» Lawford jr Sol. (191*-) ftpí) 
debía a un
pH 5 pero
de sulfato
fac 
qáls
de
fuqr^n pro te-*'
4=-.,
$
\
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y Sugano y col. (196) han confirmado estas observaciones. ’
Scharff y Uhr (197) lograron preservar parcial­
mente polirribosomas de células linfáticas melante el em- 
pleo de sobrenadantes postmitocondriales de extractos ci- 
toplásmicos de células HeLa.
Sim ltáneamente con la realización de este tra­
bajo Northup y col, (196) han empleado preparaciones cru­
das del inhibidor hepático de ribonucleasas para preservar 
polirribosomas de bazo, obteniendo protección más efectiva 
que con cantidades masivas de BNA. Lavford y col. (199) lo
(
han utilizado para obtener polirribosomas de núcleos de 
células de hígado. En estos dos últimos trabajos no se ha 
estudiado la localización de las cadenas de proteína na­
ciente.
Cuando empleamos eSte inhibidor hepático en los 
medios de lisis de células de médula inmadura no logramos 
protecciones adecuadas de los polirribosomas de éstas^ aun­
que resultó más efectivo que los otros inhibidores anterior^ 
mente citados.
La actividad de ribonucleasas en las preparado*
i ■
nes de células de médula ósea enriquecida en ías formas 
más maduras es menor que en aquellas en que existe prepon­
derancia de las inmaduras, posiblemente por aumento de la 
cantidad de inhibidor endógeno paralelo a la maduración;
basándonos en esto, hemos tratado de extraer de estas cólu 
las polirribosomas, reforzando la acción de su propio inhl 
bidor de ribonucleasas con el que se obtenía de hígado. Es 
te procedimiento permitió la observación y obtención de po 
lirribosomas y la determinación ”in vitro” da su actividad 
de síntesis de proteínas.
De estos estudios ha surgido una estrecha simili
tud del aparato de síntesis de proteínas de las células 
oleadas de médula ósea madura y de los ratidulocitdf «r-
culentes.
La proporción de ribosomas asociada en los diver 
sos oligómeros es semejante en ambos casos, eW-decir, exis. 
te una marcada preponderancia de pentáraeros acompañados de 
tetrámeros y hexámeros.
Estas observaciones han sido corroboradas al es­
tudiar la ubicación de las cadenas de proteínas nacientes 
sobre las distintas agrupaciones polirribosómicas, Esta do. 
terminación permite establecer en qué agregados ribosómicor 
reside la actividad de síntesis de proteínas, en el inte­
rior de las células enteras, y provee un índice de la inte 
gridad de los polirribosomas activos:; la ausencia de cade­
nas radioactivas de proteína naciente en la fracción de ri 
bosomas monómeros. Este ha sido adoptado como el criterio 
más seguro para establecer que la población polirribosómi- 
ca no ha sufrido rupturas degradativas durante su extrac­
ción.
Un punto importante a dilucidar es si los poli­
rribosomas observados en extractos demédula mediante 
el uso de protectores adecuadosv-re-presentan efectivamente 
polirribosomas provenientes de las células eritroblásticas 
nucleadas, o si, merced a dichos inhibidoiipl de RNAsa, son 
selectivamente protegidos los polirribosomas de alguna cía 
se especial de células, por ejemplo la fracción de reticu­
locitos presente en médula.
Esta última hipótesis es insostenible, como lo
demuestra una estimación aproximada de lacontribución re­
lativa de los reticulocitos a la población total de ríboso 
mas y de polirribosomas, de los extractos de medula. Tema&
I
do en cuenta la composición en células de cada tjlpb' de mé­
dula (Figura 1), los volúmenes relativos de les. distinta^ 
células (16), la extracción total de JTlboeomas por EÜlili- 
tro de células de médula
tab V
i
y de rettculocttó^'isi.r^ulaíitílpbr
1 ■ t —
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(Tabla II) y la proporción de polirribosomas/ribosomas to­
tales en los lisados de estos últimos (2/3) (Figura 2), 
puede estimarse que, de la población ribosóm^a total e^ 
traída de médula madura meno de un 20$ corresponde a los
/ 
ribosomas totales de sus reticulocitos y esta misma pro^ 
porción (1/5) sería la contribución de los reticulocitos 
a la fracción polirribosómica del extracto.
Estos niveles se reducen a proporciones menores 
de 1/10 en el caso de médulas, "inmaduras".
La semejanza de los aparatos polirribosómicos de 
reticulocitos y sus precursores, las células de médula ósea, 
hace suponer que ambas producen proteínas de tamaño similar^ 
esta idea ha sido corroborada al observar que la hemoglobi­
na constituye prácticamente la tínica proteína citoplásMca 
soluble sintetizada pór las células de médula ósea.
Los polirribosomas de estars células han mostrado 
"in vitro" una actividad semejante a los de reticulocitos; 
si bien se prevé que este sistema acelular podrá ser emplea, 
do con posibilidades de éxito en el estudio de factores de 
regulación, deberá tenerse en cuenta en la interpretación 
de los resultados que siempre existirá una pequeña propor­
ción de polirribosomas degradados que provienen de la dif¿ 
cuitad de lograr una inactivación total e instantánea de 
las ribonucleasas.
El agregado del inhibidor hepático a los medios 
hipotónicos para lograr la lisis celular por choque osmót^ 
co que se ha introducido en este trabajo, posiblemente sea 
de aplicación a otros sistemas en los que se tropieza con 
la presencia de ribonucleasas en el estudio de la ac tiffidad 
metabólica de diversos RNA.
Esta técnica podría perfeccionarse incrementandp 
la concentración del inhibidor mediante su purificacióh.o 
estudiando la especificidad de l&s inhibidores que >e
\
/
tienen de distintos tejidos* Así tal vez, resulte más efe& 
tivo para módula ósea el inhibidor presente en reticuloci- 
tos y eritrocitos y permita el estudio del abarato de sín­
tesis de las cílulas más inmaduras*
<■
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CONCLUSIONES
1.-  En este trabajo se corrobora por microscopía electrón^ 
ca y análisis por ultracentrifugación zonal la existen
cia de polirribosomas en el citoplasma de las células 
<r 
eritroblásticas de médula ósea "madura” y se demue- 
que en ellos 
¡stT'a
reside la capacidad de sínteáis de pi’oteí
ñas.
2.-  Las "médulas inmaduras” contienen doble cantidad de ri. 
bosomas, por volúmen de células, que las madu 
ras".
Durante la ruptura o lisis celular los polirribosomas 
se degradan a ribosomas monémeros inactivos, que qjitoi^ 
ces aparecen como portadores de las cadenas crecientes 
de proteínas.
Las células de médula osea posean ribonueleasas que <o-
A
lamente se activan (o liberan), luego de la lisis, en 
los extractos citoplásmicos.
5. - La actividad de estas ribonueleasas decrece en forma
paralela a la maduración de las células.
6. - Diversos inhibidores se han mostrado activos en diferen
te grado frente a estas ribonueleasas para proteger a 
los polirribosomas durante el proceso de lisis y en los,' 
extractos citoplásmicos.
7. - Se establece la presencia de un Inhibidor de ribonuclea
sa en hígado de conejo, semejante al descrito en bigar­
do de rata.
8. - Se propone y utiliza un método para incluir los inhibi­
dores tisulares en los medios hipoténicos para realizar 
la lisis celular por choque osmótico»
9. - Mediante esta técnica, empleando el inhibido® hepático,
se ha logrado preserva® polirribosomas de células de 
médula ósea en sus extracto. A semejanza de los fie
53
ticulocitos 2/3 de ellos se encuentran como pollrribo-
somas, siendo los pentémeros las agrupaciones predoni-
nantes.
!©• Con estos métodos
rribosomas que en
non una actividad
de lisis se han podido aislar poli- 
sistemas a celulares "in vi tro"
de ^LeuBins- c1^ en proteína, del. ¿Is-
mo orden que la de reticulocitos♦
11.- La realización de la síntesis de hemoglobina en forma 
casi excluyente es la función de dichó¿ polirribosomas 
en el interior de las células enteras* Consientan con 
ello sus características de tamaño similares a los de
reticulocitos que real^^ln idéntica función.
12,- Se sugieren nuevas aplicaciones de la técnica desarro­
llada y algunas formas de perfeccionarla.
Fe de Erratas
Página 53, línea 6. Donde dice una actividad de leucina-C1^ 
debe decir una actividad de incorporación de leucina-C^^.
Página 60f cita N° 132 donde dice Marks, P.A. debe decir
Marks, P.A.; Burka, R.E.; Conconi, R.M.; Perl, W. y Rifkimd, 
R.A.
Página 79, Figura 10 a. La leyenda "80 S" debe estar colo­
cada exactamente sobre la flecha vertical, a la izquierda 
del lugar que ocupa actualmente.
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consulto el resuman <'j ínjnric'l st'v.cts.
TABLAS
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■ ■
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TABLA I: Actividad ce síntesis de proteínas por distintas preparaciones de células de médula ósea. y de retlculocit
medio II
Expto. Preparaciór Incubación Inhibidor Incorporación de leucina -C1** en proteína Móximo de (d
de células (b) de RNAsa incor cora ción
(a) presente Sedimentable Soluble a Proteínas En ribosomas es»y?c í rica, de
en la a lO.OOOxg. 10.OOOxg. solubles Ai ai moles/ r»'.»• - .■>... rl4
11S1S(C) mi. células en .rluüdomas
/i ai moles/min. x mi. células P)1 EOLS3/mg.Rb.
A, Medulai ósea
5 médula 1 minuto 290 86 20*í 31.4
"inmadura medio I
ertrace, lenta
6 médula"inmadura" 20 min. 1930 3065
,♦ extrece, rápida medio III
7 Ídem 15 min. 1M-20 244o
medio III
19 1 lew 1 min. Heparina^e ) 1502 922 580 8»í
medio I bentonita
41 médula "madura" 1 min. Hígado (f) 1280 850 MjO 172
cxtracc. rápida medio II de rata
Mí iQem 1 min. Ídem 57^1 V990 751 321
Ver llamada? en la garte B) de la tabla
TABLA I: Continuaciór
Expto. Preparación 
de célicas
Incubación Inhibidor Incorporación de leucina-C^ en proteína Máximo de
(b) de RNAsa
Proteínas
incorporación
presente Sedimentable Soluble a En ribosomas específica de
en la a lO.OOOxg. 10.000xgr solubles >u xi moles/ leu ciña- •CÍm-
llsls(c)
células
mi, células en ribosomas
Xi xi moles/min. x mi. pp molos/mg.Rb,
B) Reticulocitos
3 reticulocitos 
circulantes
1 min. 
medio I
, . 36^5 29 07 738 2/ó
it ídem 1 min, 
medio I
3290 2725 570 329
5 idem 1 min. 
medio I
2081 1553 5?8 2 69
7 Ídem h-0 min. 52 :• 3720
medio III
(a) Los experimentos con médula ósea y con reticulocitos? designados con el mismo numero, fueron realizados con célu­
las prevenientes de un mismo animal,
(b) Ver detalles en Métodos.
(c) Lisis I por choque osmótico.
(d) Máximo observado a lo largo de todas las zonas de r?bosomas y polirribosomas de los respectivos análisis por ul­
tra -Jentrifugacien en gradientes de densidad.
(e) Agregados al medio de lisis con Ca** 3 mM en proporciones de 1 mg/ml. heparina y 2 mg/ml. bentonita (previamente
lava'da en el meció de lisis. ,
(f) Sobrenadarte de 150,000 x g. de un homogenizado de hígado de rata en Sacarosa 0,4-4- M, dializado contra el medio 
de lisis I.
a
SABIA ,N?„ .u
EXTRACCION DE RIBOSOMAS
MEDULA OSEA RETICULOCITOS
Método Total Reí. Total Reí.
de Expto. mg/ml. Poli/ Expto» mg/ml. Poli/
lisis (b) N° (a) cel. morios) N° (a) cel. mono.
Inmadura
I la 8,6 0,19 2a 3,13 1,78
Choque 5d 7>6 0,31 M-a 3,1^ 1,78osmótico lúa aura
36 5,4 2,95 5a 2,09 2,85
41b 4,1 1,92
II 44b 3,9 - 1,75 3c ^,58 2,88
Inmadura
Choque 3,19 2,02
osmótico 5f 7,6 0,39
: 1 mM Ca** 5c 2,36 3,7
InmaduraIII
Ib 9,8 0,39 3b 5,<fc 1,69
Saponina
en medio 5c 8,06 0,53 5b 2,0^ 2,18
isotónico
IV inmadura
Congelamiento le **,3 0,7^
en medio
isotónico
(a) Los experimentos indicados con el mismo número se 
realizado con una misma preparación de célulasw
(b) El procedimiento y la composición detallada de los 
dios está descripto en Métodos.
(c) Reí Poli/ mono : relación Polirribosomas/monómeros
TABLn III: Actividad de ribonucleasa pancreática y de Usados de médula osea.
Los ensayos se realizaron cono se ha descrito en Métodos incubando durante 30 minutos
1) Ribonucleasa pancreática, 1,75 üjpg.
2) Como 1), tratada con 0,1 mg. de bentonita 
y centrifugada; medida en el sobrenadante.
3) Como 1), en presencia de 0,1 mi. de sobre* 
ñauante de 150.000 x g. de homogenado de 
hígado de rata diluido 1/5•
k) Dilución 1/5 de un lisado de médula ósea 
inmadurr (choque osmótico I) 0,1 mi.
5> ^iluciói 1/5 de un lisado de médula ósea 
irmature (choque osmótico I en presencia 
de ^entonita 2 mg/ml.) 0,1 mi.
6) rilución 1/5 de un lisado de médula ósea 
inmadura (choque osmótico en presencia de 
sobrenadante de 150.000 x g. de homogena­
do hígado de rata 10:1 v/v) 0,1 mi.
ACTIVIDAD DE RIBONUCLEASA,
Libre
0,228
0,000
0,Ó&0
0,0^3
0,000
0,000
unidades ác DO. 2í-o
Total (a;
0,226
0,115
0,057
0,0^7
(a> Medida en preMtticia de 1 41 mol de p-cloromercuribenzoato, que inactiva al inhibidor tisular de ribonucleasa.
TABLA IV-S Pesaje del inhibidor de ribonucleasa< y de la actividad de ribonucleasa enmascarada en sobrenadantes de 
150,000 x de homogenados de hígado de rata y de conejo.
Los ensayos se realizaron como se ha descrito en Métodos, incubando durante 60 minutos.
Procedencia del inhibidor
Hígado de conejo Hígado de
DO 260 (a)
mu
*
inhibición
RNAsa (b) 
(Propia del 
inhibidor)
DO 260 (a)
rap
%
inhibición
RNAó¿ (b)
(pro s. a del 
inhibílor)
Sobrenadantes 150.OOOxg.0,1 mi. 
de una dilución 1/25
0,000 100 0,037 0,000 100 0, 026
Sobrenadante dializado U horas
0,1 mi. de una dil. 1/5 0,162 0,095 0,2U<- 62,5 0,069
I<em
0,1 Fl. de una dil. 1/25 0,^37 31 0,057 0,582 9,2 0,057
IcLom
J,] jl, de una dil. 1/50 0,639 . 0 0,027 0,610 1». 0,025
(a) En todos los dosajes de inhibidor de RNAsa había 1,75 riilimicrogr araos de RNAsa pancreática, (¡uc sin inhibidor 
liberaba una densidad óptica : 0,635 ( que se ha tornado como 100$ de actividad.
(bj **1 dosaje de RNAsa inhibida se realizó inactivando el inhibidor de RNASa con p-cloromercuribenzoato. Esta 
inactivación que puede no ser total, cuando el inhibidor está en gran exceso (161), explicaría la no propor- 
cioxialidad de los resultados,.
.. ir
*
FIGURA 1: Composición celular de suspensiones de médula ósea de conejo en plasma.
El material extraído de fémures y tibias, suspendido por agitación enérgica en plasma autólogo frío, y filtrado 
por gasa, se examinaba en extendidos coloreados con May Grunwald-Giemsa, clasificándose entre 500 y 1000 células 
PE proerltroblasto.EB erltroblasto basofllo, EP erltroblasto pollcromatóflio, E0 eritroblasto ortocroaátlco. nr 
no nucleadas, B1 células blancas. " ’
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Distribución de fracciones ribosomlcas y proteínas nacientes 
asociadas en llsados"
a) Preparación de médula inmadura por el método “lento".
b) Reticulocitos.
Las células lavadas con solución NKM se incubaron 1 minute f 3' -
en el mello I con leucina-l-C^', se lavaron con snl.clón Va 
Usaron por choque osmótico (método I). 1 mi. leí sobrecójante 
10.000 x g. se analizó en un gradiente de densidad a 25.
en rotor SW 2$-2 (ver métodos) y la radioactividad Je proteínas 
se determinó en las fracciones eluídas.
____  Densidad óptica a 2&0 mu. ------  A P moles de leucina C1 .
i
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Incorporación de leucina-C11* en proteínas de células de médula
La preparación de médula, ósea obtenida con el método "rápido", 
se incubó con leucina-Cllf en el medio III. Las muestras a los 
tiempos indicados se enfriaron y lavaron en solución NKM, se 
Usaron por choque osmótico con Catf 1 mM (ver métodos) y se 
determinó la radioactividad en proteínas en el precipitado y 
el sobrenadante de 10.000 x g.
FIGURA U
Microfotografla electrónica le una célula eritroblástica inmalu­
ra, fijada con glutaraldehidoy ácido ósmico y teñida con uranilo 
y plomo, según Rifkind y col. (36).
30.000 aumentos.
FIGURA 5
Microfotografla electrónica de ana célula eritroblástica madura, 
fijada y teñida como en la figura y».
30.000 aumentos.
IFIGURA 6
Microfotografía electrónica de una célula eritroblástica madura, 
fijada y coloreada como en la figura 5.
108.000 aumentos.
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Efecto de la lisis conjunta cor células de médula< sobre los poli­
rr ibos ocias de reticulocitos.
a) Análisis de un lisado de reticulocitos.
b) Idem, de células de médula.
c) Idem, de una mezcla de iguales volúmenes de reticulocitos y ce- 
lulas de médula "inmadura".
Las células lavadas con solución NKM se Usaron en cada caso por 
choque osmótico, (método J ), y los respectivos sobrenadantes de 
10.000 x g. se analizaron en gradientes de densidad a 39.000 rpm 
durante minutos.
FIGURA S: Contenido de UNA y RNA de las fracciones obtenidas durante la suspensión» lavado y lisis d» 
médtila ósea de conejos anémicos.
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FIGURA 10
Inhibición de la actividad deEradatjva de polirri c ;as er 
lisados de médula por el inhibíior de hígado de r
a) Lisado normal de 0.2 mi. de reticulocitos (control 1
b) El mismo, realizado en presencia de 0.1 mi. de ldkadp de
médula ósea inmadura. [
c) Como en b, con 0.1 mi. de lisado de médula que contenía 
0.009 mi. de inhibidor de hígado de rata.
Análisis como en la figura 8.
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Lisado de médula madura, sin inhibidores de Tibor.a a . 
Las células de medula ósea madura (extracción rápi-L J •; •- 
ron Usadas por cho4ue osmótico (método I). f
Análisis realizado como en la figura 8. (
IJÍ3C0
por
los inhibidores iniicados
Fondo del tubo
Protección de la fracción polirrlbosórilca le 
la 21a dora t por inhibidores de ribonucleasa.
Las células (extracción rápida) fueron Usadas 
mótico en presencia de 
corno en la figura 8.
a) Bentonita, 2 mg/ml.
b) Inhibidor de hígado
c) Inhibidor de hígado
de rata dializado. 
de conejo dializado.
oque os- 
\ ¡alisados 
')
a) Con bentonita, 2 mg/ml.
b) Con inhibidor de hígado de rata dializado.
Distribución le fracciones ribosómlcas y nrct 
en Usados /le células de sédala madura prot^ 
biflores de ribonucleasa.
Las cela 
ciña C^
é las se obtuvieron, e incubaron en medio 
Jl , a 37QC durante 1 minuto; lisados obt^ 
presencia de los inhibidores se analizaron como e 
gura 2.
1//
Protección de roljrrlbosonos nc e^'Jjlas .i: I
dura t con cadenas nacientes de rro-eínas» por y 11^—.
de hígado de rata.
Se procedió cono en la figura 15 b.
ZJJPBA 15
Fondo del tubo
Preparaciones de ribosomas aislados:
fi) de células de médula ósea, (con indi 
rata.
b) de reticulocitos.
Los ribosomas se aislaron como se ha descrito 
Los análisis se realizaron con muestras de 11 
sidad óptica a 260 tju en 0,1 mi. como en la fi
rzi
FIGURA
DO 280
0,5 mi. del sobrenadante de 15'1. í- O x g.
X 
X
X
Análisis eromatográfico de las proteínas _ 
bles de célalas de cédula ósea inmadura.
dc/lFde médula ósea se analizó en una col < / 
de DEAE Sephadex-A-50 desarrollándola con ni 
ciente de concentración de Olla de 0 a 
0,05 M pll 8,6 y finalmente se paso Cli^a _ r
Análisis cromatoRráfico de una mezcla de 
cas solubles de médula osea inmadura y prr>4,
totales de conejo.
Se dializaron en conjunto O,1*- mi. de un lisaio s: 
pleado en el análisis de la Figura I con 0,!+ i/ , 
conejo. Se analizaron como se indica en la Fi< r
^IGURA 18
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Distrjbución cromatográflea de laspro,reinas^^, 
Éicas solubles recientemente sintetizadas
 prot í s
inmadura.
Se incubaron células de médula ósea it-r 
rfnté 60 minutos en Medio III, se lavaron con . 
analizó el extracto citoplásraico como esta dése 
16. Se determinó además la radioactividad er 
ciones se{X'in nétodos»
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ABREVIATURAS
ATP* Adenosina trifosfato*
C: Ctirie*
UNA: Acido(s) desoxirribonuóleico( Si)•
E. coli: Escherichia coli.
g: Aceleración de la gravedad.
GTPs Guanosina trifosfato.
m: Milésimo, mili.
M: Molar (concentración).
m-RNAs Acido ribonucleico mensajero.
NKM: Solución isotónica (Composición pág. 16).
PCMB: p-cloromercuribenzoato.
RNAs Acido(s) ribonucleico(s ).
RNAsa: Ribonucleasa.
rpm: Revoluciones por minuto.
s: Svedverg.
Tris-CIHs Amortiguador Tris (Hidroxiaminom^4, 
t-RNA: Acido ribonucleico de transferencia.
/i: Micro, micrones.
